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1  Einleitung

Die Pioniere in der frilhen Geschichte der Leukdmie waren beriihmte Arzte des 19. Jahr-

hunderts:

e 1811 beschrieb Peter Cullen einen Fall mit ,,splenitis acutus® und unerklarbar
milchigem Serum.

e 1825 beobachtete Alfred Velpeau leukdmieassoziierte Symptome, wie Hepato-
splenomegalie, Fieber, Schwache sowie ,,Eiter* in den BlutgefaRen.

e 1844 entdeckte Alfred Donné mikroskopisch die unzureichende Differenzierung
der weilien Blutkdrperchen.

e 1845 benannte John Bennett die Erkrankung als Leukozytamie, basierend auf
der Ansammlung der Leukozyten.

e 1845 verdffentlichte Rudolf Virchow sein Manuskript ,,WeiRes Blut* und wies
auf die Dysbalance zwischen weif3en und roten Blutzellen hin.

e 1847 bezeichnete er die Erkrankung als Leukamie, abgeleitet von den griechi-
schen Wortern ,,leukos* (wei) und ,,haima* (Blut) ab.

e 1846 diagnostizierte Henry Fuller mittels Mikroskopie eine Leuk&mie erstmals

am lebenden Patienten [1].

1.1 Grundlagen der AML

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine heterogene Erkrankung, deren Pathoge-
nese noch nicht vollstdndig geklart ist. Sie ist auf eine maligne Entartung hamatopoeti-
scher Progenitorzellen der myeloischen Zellreihe im Knochenmark zurickzufiihren.
Durch die Deregulierung von Wachstum, Differenzierung und Apoptose expandieren tei-
lungsfahige, aber abnorme, funktionell unreife myeloische Zellen im Blut und Knochen-
mark. Durch die unkontrollierte Infiltration der leukamischen Blasten wird die physiolo-
gische Hamatopoese verdrangt. Die Entwicklung einer AML ohne assoziierte Vorerkran-
kung bezeichnet man als De-novo-AML. Entsteht die Leukdmie aus einer vorbestehenden
klonalen Erkrankung der Hdmatopoese oder nach einer vorangegangenen zytostatischen
Chemo- oder Radiotherapie, spricht man von einer sekundaren beziehungsweise (bzw.)

therapieassoziierten AML [2].
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Die leuk&mischen Zellen kdnnen von kompletter Aufhebung der Ausreifung bis hin zu
einer abnormen megakaryozytaren Ausreifung variieren. Uber den Ursprung dieser Zel-
len gibt es verschiedene Modelle. Das weitverbreitetste Modell geht von einer leukami-
schen Stammzelle (LSC) aus, welche sich potenziell unbegrenzt selbst erneuern kann und
damit die Persistenz und ggf. die Proliferation an leuk&mischen Blasten sichert. Es wird
vermutet, dass die Entstehung der LSC auf einer beliebigen Stufe der normalen hdmato-
poetischen Entwicklung zwischen Stammzelle und linienspezifischer Vorléuferzelle

stattfinden kann, was die morphologische Heterogenitat erklaren wirde [3, 4].

1.2 Epidemiologie

Die akute myeloische Leukamie macht in den westlichen Nationen rund 25% aller Leu-
ké&mien und 80% aller akuten Leukdmien im Erwachsenenalter aus [5] und ist damit die
haufigste akute Leukdmie im Erwachsenenalter [6]. Nach einer Schatzung belduft sich
die Inzidenz in Deutschland auf jahrlich 3600 Neuerkrankungen [2]. Alle Altersgruppen
sind betroffen, doch ist die AML Uberwiegend eine Erkrankung im hoheren Alter mit
einem medianen Alter von 72 Jahren bei Diagnosestellung [7]. Die Erkrankungsrate
nimmt bei Uber 65-Jahrigen mit 15 Neuerkrankungen pro 100000 stark zu [8]. Manner
sind h&ufiger betroffen als Frauen (4,4 vs. 2,8 laut amerikanischem Krebsregister, SEER)
[2]. In Abbildung 1-1 werden die geschétzten altersgruppenabhéngigen Inzidenzen der
AML pro Jahr in Deutschland dargestellt.
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Abbildung 1-1: Geschétzte altersgruppenabhangige Inzidenzen der AML pro Jahr
in Deutschland (Stand: 2000) [2]

1.3 Atiologie

Die Ursache fir die Entstehung einer akuten myeloischen Leukdmie kann bei der Mehr-
zahl der Patienten nicht eruiert werden. Zu den préadisponierenden EinflussgréRen zéhlen
genetische Faktoren sowie die Exposition mit schadigenden physikalischen und chemi-

schen Noxen.

Als genetischer Risikofaktor ist die Trisomie 21 bekannt. Bei Kindern mit Trisomie 21,
die an einer AML erkranken, tritt die Erkrankung meist vor dem 4. Lebensjahr auf. Die
Pravalenz ist mit 1:300 auf das 15-Fache erhoht. Fast die Halfte dieser Leuk&mien ist als
akute Megakaryoblastenleukdmie (nach FAB-KIassifikation M7) klassifiziert, ein ver-
héltnismaRig seltener Subtyp der AML. Die Mehrheit weist eine Mutation des GATAL-
Trankskriptionsfaktors auf, welcher einen flr die Megakaryopoese essenziellen Trans-
kriptionsfaktor darstellt [9, 10].

In einer Studie von Smith et al. [11] wurde eine seltene Form, die familidre AML, be-
schrieben, welche durch eine Keimbahnmutation im Gen CCAAT enhancer binding pro-
tein alpha (C/EBPa) begriindet ist. Der Transkriptionsfaktor C/EBPa reguliert die Diffe-

renzierung myeloischer Vorlauferzellen in reife Granulozyten. Sporadische Mutationen
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des C/EBPa-Gens sind weitaus haufiger und bei 10-15% aller AML-Patienten nachweis-
bar [12, 13].

Weitere genetische Erkrankungen wie das Klinefelter-Syndrom [14], die Fanconi-Ané-
mie [15] und die Neurofibromatose [16, 17] weisen aufgrund ihrer genetischen Instabilitét

am ehesten ein erhdhtes Risiko fur das Entstehen eine Leukamie auf.

Zu den externen Einwirkungen gehort ionisierende Strahlung, welche mit einem erhohten
Risiko, an AML zu erkranken, verknupft ist. Eine Studie von Ichimaru et al. untersuchte
die Inzidenz von Leukdmien nach den Atombombenexplosionen im August 1945 in Hi-
roshima und Nagasaki. Hierzu wurden 82000 Uberlebende und 27000 nicht betroffene
Menschen im Zeitraum 1950-1972 in die Studie einbezogen. 7 Jahre nach der Atombom-
benexplosion wurde die groRte Inzidenz von akuten Leukamien bei Uberlebenden, wel-
che einer hohen Strahlenbelastung ausgesetzt waren, festgestellt (8 neue Félle unter 6046
Personen). Unter den Betroffenen wurde bis 1971 eine erhdhte Erkrankungsrate abhangig
von der Strahlenbelastung und dem Alter zum Zeitpunkt der Atombombenexplosion

nachgewiesen [18]. Der am hdufigsten erfasste Leukamietyp ist die AML [19].
Auch eine therapeutische Strahlentherapie erhoht das Erkrankungsrisiko [20, 21].

Des Weiteren im Rahmen einer Chemotherapie verabreichten Substanzen, wie
Alkylanzien oder Topoisomerase-1I-Hemmer, kdnnen eine AML hervorrufen. 10-20%
aller AML-Erkrankungen sind potenziell auf eine friihere Chemotherapie zurtickzufiihren
[22]. Eine therapieassoziierte AML durch Exposition mit Alkylanzien tritt typischerweise
nach 4-7 Jahren auf. Durch das Einbauen von Alkylgruppen in die
Desoxyribonukleinsédure (DNS) werden Strangbriiche hervorgerufen, die eine korrekte
Replikation der betroffenen DNS verhindern und zur Apoptose der Zelle fiihrt. Eine mit
Topoisomerase-11-Hemmer assoziierte AML hat eine kiirzere Latenzperiode mit einem
Median von 2-3 Jahren. Unter Ausbildung einer Enzym-DNA-Bindung werden
Doppelstrangbriiche erzeugt, welche bei dem Versuch der Reparation zu chromosomalen
Translokationen fuihren, meist zu 11923 oder 21g22. Die Rate einer therapieassoziierten
AML nach einer autologen Stammzelltransplantation wird in der Literatur zwischen
1,1% und 24,3 % nach 5 Jahren beschrieben [23, 24].

Zu den kanzerogenen Umweltnoxen zahlen Lésungsmittel, am bekanntesten Benzol. Im

Jahr 1897 wurde in Paris der erste Fallbericht verdffentlicht, der einen Zusammenhang
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zwischen der Exposition von Benzol und h&dmatologischen Erkrankungen zeigte [25].
Eine Studie von Hayes et al. bestatigte bei 74 828 benzolexponierten Arbeitern und 35805
Kontrollpersonen ein dosisabhangiges, erhohtes Erkrankungsrisiko fur myelodysplasti-
sche Syndrome und AML (relatives Risiko: 3,2; 95%-Konfidenzintervall: 1,0-10,1). Das
relative Risiko stieg fur Personen, die an der Arbeitsstatte dauerhaft einer Benzolkonzent-
ration von 25 ppm (parts per million, Teile pro Million) oder hoher ausgesetzt waren, auf
7,1 an (95%-Konfidenzintervall: 2,1-23,7) [2, 26].

Kirzlich wurde eine Korrelation zwischen inhalativem Nikotinkonsum und AML in einer
Metanalyse bestatigt, welche 17 Studien zwischen 1993 und 2013 mit insgesamt 7500
Patienten einschloss. Hierbei konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung je nach Menge und
Zeit des Nikotinkonsums festgestellt werden. Raucher mit weniger als 10 pack-years (An-
zahl der Zigarettenschachteln pro Tag x Anzahl der Jahre) hatten ein 13%ig hoheres Ri-
siko. Bei Uber 30 pack-years stieg das Risiko um bis zu 71% an [27]. Das Gesamtiberle-
ben (OS, overall survival) bei Patienten, die rauchen oder geraucht haben, ist kirzer
(30,89 Monate) als bei AML-Erkrankten ohne Nikotinkonsum (60,32 Monate; p=0,005)
[28]. Womdglich ist der Inhaltsstoff Benzol im Zigarettenrauch mitverantwortlich.

1.4  Klinische Symptomatik und Komplikationen

Das Zeitintervall zwischen dem Beginn der Symptome und der Diagnosestellung be-
schréankt sich bei der AML in der Regel auf wenige Wochen [29]. Durch die Verdrdngung
der normalen Hamatopoese kommt es zu einem Mangel an Erythrozyten, Thrombozyten
und funktionellen Leukozyten, was zu den aus der Knochenmarkinsuffizienz resultieren-

den Symptomen fiihrt.

Mudigkeit, hervorgerufen durch eine Anémie, ist eines der h&ufigsten Symptome der
AML und in Studien mit einer Haufigkeit von 47 % [30] bis 83 % [31] bei AML-Patienten
beschrieben. Eine Andmie kann sich des Weiteren durch Bl&sse der Haut und Schleim-
haute, Tachypnoe, verminderte Leistungsfahigkeit, Schwindel sowie durch Palpitationen

bemerkbar machen.

Aus der Thrombozytopenie resultiert eine erh6hte Blutungsneigung, die sich in Epistaxis,
Zahnfleischblutungen, Menorrhagie oder auch Organeinblutungen manifestieren kann.

Petechien treten typischerweise mit Thrombozytenzahlen von <20000/ul auf.
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Die verminderte Zahl der funktionstlichtigen Leukozyten fuhrt zu einer erhohten Infekt-
anfalligkeit, insbesondere gegen Bakterien und Pilze. Pradisponierende Infektionsstellen

sind der Rachen und die Lunge (Tonsillitis, Pneumonie) [2].

Zu den selteneren Symptomen zéhlt ein kutaner Befall, der sich bei etwa 10-20% der
Patienten mit myelomonozytarer AML unspezifisch im Sinne von Erythem, Papeln,
Plaques, Urticaria oder Knotchen manifestiert [32]. Durch Infiltration von monozytéren
oder myelomonozytéren Zellen ist bei etwa 5% aller AML-Patienten eine Gingivahyper-
plasie nachweisbar, welche sich bei 66,7 % aller AML-Patienten mit der Klassifikation
M5 und bei 18,5% der AML- Patienten mit der Klassifikation M4 entwickelt [33]. Eine
fokale extramedulldre Ansammlung von Blasten, ein sogenanntes Chlorom (3% der
AML-Patienten), kann sich in der Augenhohle, den Nasennebenhéhlen, der Haut oder
den Knochen, aber auch in anderen Geweben wie dem Darm einlagern [34]. Neurologi-
sche Beschwerden wie Kopfschmerzen, Nackensteifigkeit und Photophobie kdnnen Zei-
chen einer Meningeosis leukaemica sein, welche allerdings bei nur etwa 2% der AML-
Erkrankten bei Erstdiagnose vorkommt. Schmerzhafte Lymphadenopathien sind bei
AML-Patienten deutlich seltener als bei Patienten mit akuter lympathischer Leukédmie
(ALL). Knochenschmerzen aufgrund einer intramedulldren Proliferation sind selten,
Arthralgien dagegen hdufiger [29]. Das Symptom Schmerz nimmt ber den zeitlichen
Verlauf der AML-Erkrankung zu und wird von 24 % [30] bis 50 % [35] der AML-Patien-

ten angegeben.

Bereits im frihen Verlauf konnen schwerwiegende Komplikationen auftreten, wie die
Hyperleukozytose. Diese ist durch eine Leukozytenzahl von >100 x 10%I definiert. In
einer Kohorte der Study Alliance Leukemia (SAL) von 3510 neu diagnostizierten AML-
Patienten fand sich bei 357 Patienten (10 %) eine Hyperleukozytose [36]. Aufgrund der
Hyperviskositat werden Symptome wie Dyspnoe, Hypoxie, Kopfschmerzen, epileptische
Anfalle und Verwirrtheitszustande hervorgerufen. Durch die sogenannte Leukostase kann
es zu einer Verlegung der Kapillaren und folglich zu einem Multiorganversagen kommen.
Am hé&ufigsten sind die Lungen (in etwa 80 % der Félle), das Gehirn und die Nieren be-

troffen, mit meist schneller Progression und haufig todlichen Folgen [37].

Ein Tumorlysesyndrom mit Hypokalzdmie, Hyperkalidmie, erhohter Laktatdehydro-
genase(LDH)-Aktivitat, Hyperphosphatdmie, Hyperurikdmie und folglich einem oliguri-

schen Nierenversagen kann den Verlauf aggravieren [36].
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Durch Aktivierung der Gerinnungskaskade und der Hyperfibrinolyse, ausgeldst durch
AML-Blasten, kommt es zu komplexen Gerinnungsstérungen, wie der disseminierten in-

travasalen Koagulopathie, mit bedrohlichen Hamorrhagien.

Neben korperlichen Symptomen spielt die psychische Komponente eine erhebliche Rolle.
Im Krankheitsverlauf treten zunehmend psychische Stérungen wie Depressionen und
Angste [35, 38] und durch den schnellen Verlauf der akuten Leukamie auch posttrauma-
tische Stérungen auf. Eine Studie erhob bei 14 % aller Patienten, die an einer akuten Form
der Leuk&mie litten, ein akutes Belastungssyndrom. Weitere 18 % erfillten die Kriterien

fiir ein subsyndromales Belastungssyndrom [39].

Die héufigsten Todesursachen sind Infektionen (75%), Blutungen (24 %) und Organver-
sagen (9%) [40].

1.5 Diagnostik

Besteht anhand der Anamnese, der Klinik und des Blutbilds das VVerdachtsmoment einer
hamatologischen Systemerkrankung, folgt ein breites Spektrum an diagnostischen Ver-
fahren. Mit einer Knochenmarkpunktion, typischerweise an der Spina iliaca posterior su-
perior, kann die Diagnose in der Regel verifiziert werden. Das Knochenmarkaspirat wird
mit den Methodiken der Zytomorphologie, Zytochemie, Immunphénotypisierung, Zyto-
genetik und Molekulargenetik untersucht. Bei nicht aspirierbarem Knochenmark, genannt
Punctio sicca, konnen alternativ Abrollpraparate zytomorphologisch beurteilt werden.
Die histologische Beurteilung einer Knochenmark-Stanzbiopsie sollte angestrebt werden,
um maogliche Hinweise auf eine sekunddre Genese der AML zu erhalten. Neben der Di-
agnosesicherung helfen die zuvor genannten Methoden auch bei der prognostischen Ein-
schatzung und bei der Einleitung einer adédquaten Therapie. Die Untersuchungen sollten
in einem hdmatologisch-onkologisch spezialisierten Zentrum und ad&quat ausgestatteten
Labor durchgefiihrt werden [41].

1.6 Kilassifikationen

Zur Einteilung der AML werden die Zytomorphologie, Zytogenetik und Molekulargene-
tik herangezogen. Da die Klassifikation der French-American-British Cooperative Group
(FAB) aus den Jahren 1976 und 1985 bei der Einteilung nur die Morphologie der AML
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einschloss, entwickelte die World Health Organization (WHO) eine neue, an der Biologie
und Zytogenetik orientierte Klassifikation.

FAB-Klassifikation

Die 11 unterschiedlichen Subgruppen der FAB-Klassen von MO bis M7 spiegeln die ver-
schiedenen AML-assoziierten Reifungsstérungen wider [3]. Die Differenzierung der
Blasten erfolgt nach spezifischen Merkmalen, wie Zellform, ZellgréRe, Chromatinstruk-
tur und Anzahl der Nukleoli. Zytochemische Spezialfarbungen kdénnen Glykogen durch
die Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) sowie durch die Enzyme Peroxidase (POX), saure
Phosphatase oder Esterase nachweisen, wodurch eine weitere Differenzierung erreicht
werden kann. Nach der FAB-KIassifikation liegt eine AML vor, wenn im Knochenmark

der Anteil der myeloischen Blasten auf allen kernhaltigen Zellen >30 % betrégt.

WHO-Klassifikation

In die WHO-Klassifikation gehen die Morphologie, die Zytochemie, die Immunphanoty-
pisierung, die Genetik und klinische Faktoren mit ein. Die AML wird in acht Gruppen
eingeteilt, wobei die vierte Gruppe zum Teil die FAB-KIassifikation wiedergibt. Fir die
Diagnosestellung sind anders als bei der FAB-KIassifikation bereits 20% Blasten im
Knochenmark oder peripheren Blut ausreichend. Alternativ ist die Diagnose einer AML
— unabhéngig vom Anteil der Blasten — auch dann zu stellen, wenn im Rahmen der zyto-
genetischen und molekulargenetischen Analytik eine definierte Aberration gemal der
WHO-Klassifikation nachgewiesen wird [2]. Im Jahr 2008 wurde die vierte Version ver-
offentlicht [42].
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1.

AML mit rekurrenten zytogenetischen Veranderungen
e AML mit t(8;21)(q22;922), RUNX1-RUNX1T1
e  AML mit abnormen Knochenmarkeosinophilen [inv(16)(p13.1;922) oder t(16;16)(p13.1;q22), CBFB-
MYH11]
e  Akute Promyelozytenleuk&dmie [AML mit t(15;17)(922;g11-12) und Varianten, PML/RAR«]
e  AML mit t(9;11)(p22;923), MLLT3-MLL oder anderen 11923 (MLL)-Anomalien
e AML mit t(6;9)(q23;q34), DEK-NUP214
e  AML mitinv(3)(g21;926.2) oder t(3;3)(q21;g26.2), RPN1-EVI1
e AML (megakaryoblastisch) mit (t1;22)(p13;913), RBM15-MKL1
e Provisorische Entitat: AML mit mutiertem NPM1
e Provisorische Entitat: AML mit mutiertem CEBPA

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Eigenschaften
e  AML mit vorausgegangenem myelodysplastischem Syndrom
e AML mit myelodysplastisch assoziierter Zytogenetik

e  AML mit mindestens 50% Zellen aus 2 oder mehr myeloischen Reihen mit Dysplasie
Therapieinduzierte AML und therapieinduziertes myelodysplastisches Syndrom

AML ohne weitere Spezifizierung
e  Minimal differenzierte AML (FAB MO0)
e  Akute myelomonozytére Leukédmie (FAB M4)
e  Akute monoblastische und monozytére Leukédmie (FAB M5)
e  Akute Erythroleukamie (FAB M6)
e  Akute Megakaryoblastenleukdmie (FAB M7)
e  Akute Basophilenleukdmie

e  Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myeloides Sarkom (syn.: extramedullarer myeloider Tumor, Chlorom)

Myeloide Proliferationen, assoziiert mit Down-Syndrom
e  Transiente abnormale Myelopoese

e  Myeloide Leukamie, assoziiert mit Down-Syndrom
Blastische, plasmazytoide dendritische Zellneoplasien

Akute Leukamie mit unklarer Linienzugehdérigkeit

e  Akute undifferenzierte Leuk&mie

e  Gemischter Phanotyp der akuten Leukéamie mit t(9;22)(g34;q11.2), BCR-ABL1
e  Gemischter Phanotyp der akuten Leukdmie mit t(v;11923), MLL rearranged

e  Gemischter Phanotyp der akuten Leukémie, B/myeloid, NOS

e  Gemischter Phanotyp der akuten Leukdmie, T/myeloid, NOS

Tabelle 1-1: WHO-KIlassifikation der AML [42]
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1.7 Therapie

Seit Anfang der 1970er-Jahre werden AML-Patienten mit einer Polychemotherapie be-
handelt und damit eine Langzeitremission und Heilung erméglicht [29]. Die Behandlung
erfolgt in spezialisierten Kliniken, die sich nach nationalen oder internationalen Thera-
pieprotokollen von kontrollierten Studien richten. Dadurch wird trotz der geringen Er-
krankungsinzidenz gewahrleistet, dass alle Patienten eine standardisierte Therapie erhal-

ten und Erkenntnisse Uber den Erfolg einer Therapie erlangt werden kénnen.

Nach Diagnosestellung sollte friihzeitig mit der Therapie begonnen werden. Eine retro-
spektive Studie stellte bei jungeren Patienten fest, dass eine langere Zeitdauer zwischen
Diagnosestellung und Therapiebeginn mit einem schlechteren Langzeitergebnis assozi-
iert ist [43].

Die kurative Therapie hat die Intention, eine komplette Remission (CR) zu erreichen.
Diese ist definiert durch die morphologische Abwesenheit leukdamischer Blasten (<5 %
Blasten im Knochenmark), die  Abwesenheit von  extramedullédren
Leuk&miemanifestationen und durch die Regeneration des peripheren Blutbildes (> 1000
Neutrophile/ul und >100000 Thrombozyten/pl) [44].

Die initiale Therapie wird Induktionstherapie genannt und hat das Ziel eine CR zu
erreichen. Die darauffolgende Therapie wird bezeichnet als Postremissionstherapie und
soll die CR erhalten.

Im Jahr 1973 wurden von Yates et al. erste Ergebnisse zum derzeitigen Standard der In-
duktionstherapie nach dem sogenannten 3+7-Schema verdffentlicht [45]. Es besteht aus
einer 3-tagigen Applikation eines Anthrazyklins (Daunorubicin 60 mg/m?, Idarubicin
12 mg/m? oder Mitoxantron 10-12 mg/m?) mit einer 7-tdgigen Dauerinfusion von
Cytarabin (100-200 mg/m?). Dadurch wird bei 60-80% der AML-Patienten zwischen 18
und 60 Jahren und bei 40-60% der AML-Patienten >60 Jahre eine komplette Remission
erreicht. Bis heute gilt dieses Schema als Standard der Induktionstherapie; durch Substi-
tution mit anderen Substanzen konnte bislang kein besseres klinisches Langzeitergebnis
erzielt werden [46]. Allerdings zeigte sich, dass durch Dosiserh6hung von Daunorubicin
(45 mg/m? vs. 90 mg/m?) ein besserer klinischer Outcome erreicht wird. Nebenwirkun-
gen, wie die kardiale Toxizitat von Daunorubicin, waren in den Studien nicht signifikant
erhoht [47, 48]. In Studien der Acute Myeloid Leukemia Cooperative Group (AMLCG)
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wurde die Gabe von hochdosiertem Cytarabin im Rahmen der Induktionstherapie etab-
liert. Patienten <60 Jahren werden nach dem Schema der AMLCG sequenziell mit
Cytarabin-Arabinosid (AraC) und Mitoxantron (SHAM) oder mit zweifacher Induktions-
therapie (TAD-HAM oder HAM-HAM) behandelt. Die Kombination aus einer Standard-
dosis Cytarabin-Arabinosid, Danorubicin (DNR) und Thioguanin wird als TAD-9 be-
zeichnet. HAM ist durch die Verbindung aus einer Hochdosistherapie Cytarabin-Arabi-
nosid mit Mitoxantron definiert. Die Therapie der tber 60-Jahrigen besteht aus einer In-
duktionstherapie in reduzierter Dosis. Nach Regeneration der physiologischen Blutzellen
wird durch eine erneute Knochenmarkpunktion das Erreichen einer CR bestétigt. An-
schlielend folgt eine Postremissionstherapie. Die Wahl zwischen einer Konsolidierungs-
therapie mittels Chemotherapie und einer allogenen hdmatopoetischen Stammzelltrans-
plantation (alloSCT) orientiert sich an Risikoprofil, Komorbiditaten, Alter, Spenderver-
fligbarkeit und Patientenwunsch [49]. Fr jlingere Patienten mit glinstigem Risikoprofil,
die im Rahmen der Induktionstherapie Hochdosis-Cytarabin erhalten haben, ist eine Kon-
solidierungstherapie mit TAD-9 und nachfolgender Erhaltungstherapie vorgesehen. Pati-
enten mit mittlerem oder hohem Rezidivrisiko anhand zytogenetischer oder molekularer
Kriterien und einem human-leucocyte-antigen(HLA)-kompatiblen Familien- oder
Fremdspender erhalten stattdessen eine alloSCT [50-53]. Fir diese Patientenkohorte wird
im Vergleich zur konsolidierenden Chemotherapie ein verbessertes rezidivfreies Uberle-
ben (RFS) erreicht, allerdings wird sie durch die hohe Mortalitatsrate (zwischen 15 % und
50% schwankend), haufig bedingt durch eine Graft-versus-Host-Reaktion, limitiert. Fr
die grof3e Gruppe der Patienten mit intermedidrem Risikoprofil ist die Wertigkeit der al-
I0SCT nicht abschlieRend geklart. Zusammenfassend mussen zur Therapieentscheidung
daher einerseits das Risikoprofil der Leukdamie mit den zytogenetischen und molekular-
genetischen Eigenschaften sowie das Risiko der Transplantation mit den Folgen abgewo-
gen werden, andererseits mussen zusatzliche prognostische Marker, die eine patientenin-

dividuelle Therapieentscheidung ermdglichen, identifiziert werden [46, 49, 54].

Die géngigen Dosierungen der Therapien gemél3 der AMLCG sind wie folgt:
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HAM

e <60J.:AraC 2 x 3 g/m?i.v. (intravends), Tage 1-3
e >601J.:AraC2x1g/m?i.v., Tage 1-3
e + Mitoxantron 10 mg/m?i.v., Tage 3, 4 und ggf. 5

TAD-9

e Thioguanin 2 x 100 mg p.o. (per 0s). Tage 3-9
e AraC 100 mg/m?i.v., Tage 1, 2

e AraC 2 x 100 mg/m?i.v., Tage 3-8

e DNR 60 mg/m?i.v., Tage 3-5

sHAM

e <60J.:AraC2x3g/m?i.v., Tagel,2,8,9
e >60J.:AraC2x1g/m?i.v., Tagel,2,8,9
e + Mitoxantron 10 mg/m?, Tage 3, 4, 10, 11

Um Informationen ber das Therapieansprechen zu gewinnen, wird zum Zeitpunkt der
»Aplasie” (je nach Studienprotokoll zwischen dem 15. und dem 28. Tag nach Beginn der
Induktionstherapie) eine Knochenmarkpunktion durchgefiihrt, welche bei gutem Thera-

pieansprechen keine Vermehrung myeloischer Blasten zeigt.

Bei élteren Patienten, schwerwiegenden Komorbiditaten und schlechtem Allgemeinzu-
stand muss die hohe Toxizitat und damit verbundene Mortalitat der Standardtherapie bei
der Therapieentscheidung mit in Betracht gezogen werden. In dieser Konstellation kann
eine primar palliative oder rein supportive Therapie fur den Patienten glnstiger sein als

eine intensive Induktionstherapie.

Bei erfolgreicher kurativer Therapie wird zur Nachsorge in den ersten 2 Jahren eine Kno-
chenmarkuntersuchung alle 3 Monate empfohlen, da die meisten Rezidive 1 bis 3 Jahre
nach Therapieende auftreten. Teilweise werden im Rahmen von Studien in den darauf-
folgenden 2 bis 3 Jahren alle 6 Monate Untersuchungen des Knochenmarks durchgefihrt.
Das periphere Blutbild sollte in den ersten 2 Jahren im Abstand von 1 bis 3 Monaten

kontrolliert werden, danach alle 3 bis 6 Monate [49].
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1.8  Prognostische Faktoren und Risikostratifizierung

Die Prognose und die Risikoeinteilung sind essenziell fiir die Wahl einer geeigneten
Postremissionstherapie, um ein Rezidiv nach einer intensiven Induktionstherapie zu ver-
meiden und die CR zu erhalten. Es muss eine Entscheidung zwischen der Konsolidie-
rungstherapie mittels Chemotherapie und der alloSCT, welche mit einer niedrigeren Re-
zidivrate, aber mit einer héheren Mortalitatswahrscheinlichkeit zusammenhéngt, getrof-
fen werden. Bei Patienten mit unglinstigem Risikoprofil wird bei passendem Spender eine
alloSCT bevorzugt. Die Prognose wird von verschiedenen Faktoren wie der Zytogenetik,
dem Alter und der Molekulargenetik bestimmt. Es wurden Risiko-Scores entwickelt, wel-

che die Entscheidungsfindung einer geeigneten Therapie vereinfachen sollen.

1.8.1 Zytogenetik

Der Karyotyp der leuk&mischen Zellen ist der starkste Parameter fiir die Prognose und
stellt den Rahmen fur die Risikostratifizierung und die risikoadaptierte Therapie dar. Bei
etwa 60 % der AML-Patienten lasst sich eine zytogenetische Aberration nachweisen [55].
Mittlerweile sind tber 100 balancierte, chromosomale Veranderungen (Translokationen,
Insertionen, Inversionen) identifiziert [56]. Unter Einbezug der Ergebnisse der Studie von
Grimwade et al. wurde im Jahr 2010 die prognostische Klassifikation bezogen auf den

Karyotyp des Medical Research Council (MRC) in drei Untergruppen Uberarbeitet [57].
Gunstiges Risikoprofil

o 1(15;17)(922;921)
e 1(8;21)(g22;922), unabhangig von anderen zytogenetischen Aberrationen
e inv(16)(p13;922), t(16;16)(p13;922)

Mittleres Risikoprofil
o Entitaten, welche nicht als giinstig oder unglinstig klassifiziert werden kénnen
Ungunstiges Risikoprofil

e abn(3q) [t(3;5)(g21-25;931-35) ausgeschlossen]
e inv(3)(g21q26)/t(3;3)(q21;926)

e add(5q), del(5q), =5

e —7,add(7q)/del(7q)
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e 1(6;11)(927;923)

e 1(10;11)(p11~13;923)

e 1(11923) [t(9;11)(p21-22;923) und t(11;19)(q23;p13) ausgeschlossen]
o 1(9;22)(934;q11)

e —17/abn(17p)

e komplexer Karyotyp (>4 Aberrationen)

1.8.2 Alter

Als einer der wichtigsten Patienten-bezogenen prognostischen Faktoren hat sich zudem
das Erkrankungsalter herausgestellt. Unabh&ngig von anderen Faktoren wie der Zytoge-
netik oder der Molekulargenetik konnte in Studien belegt werden, dass das Alter einen
unmittelbaren negativen prognostischen Einfluss auf das Erreichen einer CR, auf die Re-
missionsdauer und auf das OS hat [7, 49]. Dies resultiert aus einer mit dem Alter anstei-
genden Rate an Komorbiditaten, einem damit einhergehenden schlechten Performance-
Status und einer veranderten Pharmakokinetik und -dynamik, welche zu einer erhéhten
Toxizitat der Therapie fuhren kann [58]. Mit zunehmendem Alter verschiebt sich der zy-
togenetische Status von gunstig zu ungunstig, mit einer hoheren Rate an klonaler Hetero-
genitat [59, 60]. Zusatzlich erschweren psychosoziale Faktoren wie kognitive Defizite

und soziale Isolation den Verlauf der Erkrankung [61, 62].

1.8.3 Leukozytenzahl, LDH und weitere klinische Faktoren

Vor Therapiebeginn haben die Leukozytenzahl und die Konzentration an Laktatdehydro-
genase (LDH) eine prognostische Aussagekraft. Eine Leukozytose wurde in Studien als
unabhéngiger ungunstiger Faktor beziglich des Erreichens einer CR und des OS be-
schrieben [63, 64]. Eine Hyperleukozytose, definiert als eine Leukozytenzahl von >100
x 10%1, wurde mit einer héheren Sterblichkeit wihrend der Induktionstherapie in Verbin-
dung gebracht, hauptsachlich durch hamorrhagische Ereignisse, Tumorlysesyndrom und
Infektionen [49, 65]. In einer Studie von Djunic et al. flihrte ein >1,5-fach hoherer LDH-
Wert im Vergleich zum Normwert (>600 U/I) zu einer unginstigen Prognose, was den in

friheren Studien gefundenen Zusammenhang bestétigte [64, 66].

Etwa 50 % der dlteren AML-Patienten (>60 Jahre), welche sich in einem guten Gesund-
heitszustand befinden, erreichen nach der Induktionstherapie eine CR, jedoch ist im Ver-
gleich zu jlingeren Patienten eine erhdhte Frihtodesrate (innerhalb von 60 Tagen nach
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der Induktionstherapie) zu verzeichnen. Fur das erwahnte Patientengut entwickelten Krug
et al. einen Risiko-Score, welcher die Wahrscheinlichkeit des Erreichens einer CR und
die Mortalitatswahrscheinlichkeit nach der Induktionstherapie errechnet. Einfluss auf
diese Wahrscheinlichkeiten haben die Korpertemperatur, das Alter, De-novo-Leukémie
vs. sekundére Leukdamie, der Hamoglobingehalt, die Thombozytenzahl, der Fibrinogen-
gehalt und der LDH-Wert. Zusétzliche Informationen ber die zytogenetischen und mo-
lekulargenetischen Risikoprofile erhohen die Aussagekraft des Scores. Dies gibt den Arz-
ten Hilfestellung, eine geeignete Therapie flir den jeweiligen Patienten zu finden, z.B.

auch bei Patienten mit zytogenetisch ungunstigem Risikoprofil [67].

Zur frihen Einschétzung des Krankheitsverlaufs konnten Kern et al. im Jahr 2003 evalu-
ieren, dass der zytomorphologisch bestimmte Anteil der Blasten im Knochenmarkaus-
strich am Tag 16 nach Beginn der Induktionstherapie von prognostischer Relevanz ist.
Ein erhohter Blastenanteil ist selbst bei erzielter CR mit einem schlechteren Uberleben
assoziiert [68-70].

Die Erfassung der MRD mittels Durchflusszytometrie und quantitativer Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) ermdglicht es, weitere Aussagen uber die Prognose im Verlauf der
Therapie zu treffen, und wird in Abschnitt 1.9 — ,,Minimale Resterkrankung® — naher

erortert.

1.8.4 Molekulargenetische Marker

Das préatherapeutische molekulare Screening untersucht das Vorhandensein von durch
Translokation entstandenen Fusionsgenen PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1 und CBFB-
MYH11 und von Mutationen in den Genen FLT3, C/EBPa und NPM1, welche aufgrund
ihrer prognostischen Aussagekraft in die klinische Praxis Eingang gefunden haben und
bei der Therapieentscheidung mitberticksichtigt werden. Die Bestimmung der MRD an-
hand leuk&mietypischer Mutationen erlaubt eine Einschatzung des molekularen Thera-
pieansprechens wahrend der intensiven Therapie und im Follow-up. Der pradiktive Wert
fiir die frihzeitige Vorhersage eines Rezidivs ist bei einigen Markern sehr hoch. Einge-
schrénkt wird die Effektivitat der Methode dadurch, dass nur in etwa einem Drittel aller
Patienten Mutationen zum Monitoring nachweisbar sind [71-73].
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CBF-AML

Der Core-binding-factor(CBF)-Komplex besteht aus einer 3-Untereinheit, kodiert durch
CBFB, und einer von drei Untereinheiten, vorwiegend kodiert durch RUNX1 (Runt-rela-
ted transcription factor). Translokationen treten im Vergleich zu NPM1- und FLT3-Mu-
tationen seltener auf und betreffen 15% aller AML-Patienten [74]. Die CBF-AML Mu-
tation korreliert mit einer besseren Prognose: 87 % erreichen eine CR und haben ein OS
in 10 Jahren von 44% [75]. Das Vorkommen von cKIT-Mutationen bei CBF-AML-Pati-
enten variiert zwischen 6,6 % und 46,1 %. Die meisten, aber nicht alle Studien weisen bei
cKIT-Mutation auf eine unglinstige Prognose hin [76, 77].

FLT3

Im Jahr 1996 wurde erstmals von Nakao et al. die FLT3-Mutation bei AML-Patienten
beschrieben [78], die sich bei nahezu einem Drittel aller Patienten findet. Die aktivieren-

den Mutationen der Rezeptorkinase FLT3 werden von zwei Typen dominiert [79]:

e den internen Tandemduplikationen (ITD) von 3—-400 Basenpaaren, in der Litera-
tur auch als Langenmutationen bezeichnet, welche sich an verschiedenen Stellen
der juxtamembranaren Region eingliedern (23 % aller AML-Patienten), und

e den Punktmutationen, meistens die Doméne der Tyrosinkinase betreffend (8—
12 % der AML-Patienten).

Das Vorliegen einer FLT3-1TD-Mutation ist mit einer deutlich schlechteren Prognose
verbunden [80]. Ob dabei eine groRere Menge an Insertionen einen negativen Einfluss
auf die Prognose hat, wird derzeit kontrovers diskutiert [81, 82]. Studien gaben Hinweise
darauf, dass die Proportion der mutierten Allele zu den Wildtyp-Allelen eine prognosti-
sche Relevanz hat [81, 83]. Interessanterweise scheint eine FLT3-Punktmutation keinen
vergleichbar negativen Einfluss auf die Prognose zu haben wie eine FLT3-ITD-Mutation
[80].

C/EBPa

Die C/EBPa-Mutation wird bei etwa 15% aller AML-Patienten entdeckt. Dabei wird un-
terschieden zwischen einer Mutation auf einem Allel mit Expression des Wildtyps auf
dem zweiten Allel (etwa 50% der Patienten) und Mutationen auf beiden Allelen ohne

Expression des Wildtyps. Nachdem Studien bei zytogenetisch intermediarem Risiko eine
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gunstige Prognose fur die Mutation hatten belegen konnen [84], klassifizierte die WHO
diese im Jahr 2008 als eine vorlaufige Entitat. Aktuelle Studien belegen allerdings nur
eine bessere Prognose fir eine Zweifach-Mutation des C/EBPa-Gens ohne zytogeneti-
sche Aberration und Abwesenheit einer FLT3-Mutation, so dass eine Anpassung der
WHO-KlIassifikation gefordert wird [12, 85, 86].

NPM1

Die NPM1-Mutation wurde in der AML erstmals im Jahr 2005 beschrieben [87] und da-
rauffolgend im Jahr 2008 auch als vorlaufige Entitét in die WHO-KIlassifikation aufge-
nommen. Eine Insertionsmutation — meist in Exon 12 von NPM1 - liegt bei fast einem
Drittel aller AML-Patienten (FAB-Subtyp M3 ausgenommen) und in etwa 60 % aller Pa-
tienten mit normalem Karyotyp vor. Bis zu 55 verschiedene NPM1-Typen wurden be-
schrieben [88]. Die haufigste Form der Mutation (75-80 %) macht der Typ A aus, bei der

durch eine Insertion von 4 Basenpaaren (TCTG) ein genetischer Shift generiert wird [87].

Nachdem die molekularen Marker essenziell fiir die Risikostratifizierung geworden sind,
wurden sie in das Klassifikationsschema des European LeukemiaNet eingebunden, wel-
ches eine standardisierte Einteilung in Studien ermdglichen soll. Bei dieser Klassifikation

wird zusétzlich unterschieden zwischen Intermedidr-1 und Intermediar-11 [49].

Gunstig

e 1(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

e inv(16)(p13.1;922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
e NPM1-Mutation ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)

e CEBPo-Mutation (normaler Karyotyp)
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Intermediar-I|

e NPM1- und FLT3-ITD-Mutation (normaler Karyotyp)
e Wildtyp-NPM1 und FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
e Wildtyp-NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)

Intermediar-11

o 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
e nichtals ,,gunstig” oder ,,unglinstig* klassifizierbare zytogenetische Aberratio-

nen
Ungunstig

e inv(3)(g21;0926.2) oder t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
e 1(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

e t(v;11)(v;q23); MLL rearranged

e —5oder del(5q); —7; abn(17p)

e komplexer Karyotyp

1.9 Minimale Resterkrankung

Nach erfolgter Therapie wird in einer zytomorphologischen Untersuchung routineméafig
der Anteil der Blasten bestimmt. Anhand der Blastenanzahl kdnnen Aussagen uber das
Therapieansprechen und die Prognose getroffen werden (siehe Abschnitt 1.8 — ,,Prog-
nose”). Die Verlasslichkeit ist jedoch durch die relativ geringe Sensitivitat und die unter-
schiedliche Bewertung der Blasten in der subjektiven Beurteilung eingeschrankt. Eine
Unterscheidung zwischen benignen und malignen Blasten ist anhand der Zytomorpholo-
gie nicht moglich. Es kénnen bei Erreichen einer kompletten Remission noch bis zu 10%°
leuk&mische Zellen vorhanden sein, welche mittels Zytomorphologie nicht erfasst wer-
den kénnen [89]. Als minimale Resterkrankung (MRD) wird dementsprechend das Vor-
handensein leukamischer Blasten unterhalb der morphologischen Nachweisgrenze (Kno-
chenmarkblasten <5%) bezeichnet [90, 91]. Um die residuellen Leuk&miezellen ander-
weitig als durch die morphologische Untersuchung zu detektieren und zu quantifizieren

und somit die MRD zu erfassen, stehen zwei sensitivere Methoden zur Verfligung:
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e die Durchflusszytometrie, welche die Identifizierung leuk&mieassoziierter aber-
ranter Phanotypen ermdglicht (Sensitivitat 1:10000), und

e die quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR), mit deren Hilfe
leukdmiespezifische Genfusionen oder -mutationen entdeckt und quantitativ ge-

messen werden konnen (Sensitivitat 1:100000).

AML-Blasten .
A Rezidiv

1012

Zytomorphologie (5:100)

10° =

Durchflusszytometrie (1:10 000)
PCR (1:100 000)

108

10° =

Heilung?

1 f | T T —
Erstdiagnose Nach Induktion Nach Konsolidierung 1. Jahr 2. Jahr 3. Jahr

CHEMOTHERAPIE CR— RLEETIN — CR —) ERHALTUNGSTHERAPIE

Abbildung 1-2: Minimale Resterkrankung im zeitlichen Verlauf

Die Bestimmung der MRD erlaubt zudem eine friihe Evaluation des Therapieanspre-
chens. Abhéngig von der Hohe des MRD-Wertes nach einer Therapie oder vor einer
Stammzelltransplantation kénnen prognostische Aussagen tber das RFS und das OS ge-
macht werden [72, 92]. Ein weiterer Ansatzpunkt des MRD-Monitorings ist es, bei stei-
genden MRD-Messwerten einem Rezidiv durch eine praventive Therapie entgegenzuwir-

ken.

Bislang gibt es noch kein standardisiertes Verfahren fur die MRD-Analysen. Die Tabelle
1-2 zeigt eine Ubersicht tiber ver6ffentlichte Studien zur durchflusszytometrisch be-
stimmten MRD und den zu unterschiedlichen Zeitpunkten erhobenen cut-off-Werten.
Eine prospektive Risikoeinteilung wird derzeit noch durch unterschiedliche Grenzwerte
der MRD erschwert [71].
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stimmten MRD und deren cut-off-Werte
Literatur: [72, 93-104]

Einleitung

MRD unabhéngiger
BM oder Risikofaktor in
Patienten PB Zeitpunkt der Untersuchung Cutoff multivariaten Analysen Endpunkte  Referenzen Jahr Zeitschrift
178 KM Aplasie 0,15% Ja (RFS) RFS + OS Kéhnke et al. 2015 Leukemia
106 KM Tag 16 LD=2,11 Ja (EFS und RFS) RFS+ EFS+0S Kern et al. 2004  Haematologica
126 KM Ende der Induktion 0,01-1% Ja RFS + 0S San Miguel et al. 2001  Blood
100 KM Ende der Induktion 0,035% Ja (nach Konsolidierung) RFS + 0S Buccisano et al. 2006  Leukemia
0,5% nach
53 KM Ende der Induktion und Induktion Ja RFS+0S  San Migueletal. 1997  Blood
nach Intensivierung 0,2% nach
Intensivierung
142 KM Nach Induktion und 0,035%  Ja (nach Konsolidierung) ~ RFS+0S  Maurillo et al. 2008  JCO
nach Konsolidierung
Nach Induktion und - o
56 KM - 0,035% Ja (nach Konsolidierung) RFS + 0S Venditti et al. 2000 Blood
nach Konsolidierung
517 KM Nach Induktion und 01%  Ja(nachdem2.Zyklus) ~ RFS+0S  Terwijn et al. 2013 JCO
nach Konsolidierung
. 75ste
1054 KM Nach Induktion und Perzentile von Ja (RFS) RFS+0S  Kern et al. 2004  Blood
nach Konsolidierung LD
54 KM Nach Induktion und 0,15% Ja (nach Induktion) RFS+0S  Al-Mawalietal 2009 CYiometry®
nach Konsolidierung Clin Cytom
PB und Nach Induktion und Ja (nach Konsolidierung, . .
50 KM nach Konsolidierung 0,015% RFS) RFS + 0S Maurillo et al. 2007 Haematologica
Nach Induktion und
427 KM o 0,1%-0,2% Ja RFS + OS Freeman et al. 2013 ICO
nach Konsolidierung
210 KM Nach Konsolidierung 0,035% Ja DFS + 0S Buccisano et al. 2015  Ann Hematol

Ubersicht tiber veroffentlichte Studien zur durchflusszytometrisch be-

Tabelle 1-2
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1.9.1 Methode der Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie lassen sich schnell und prézise Profile von Antigenen auf
der Zelloberflache oder zytoplasmatischen Antigenen auf Einzelzellebene analysieren.
Als Ausgangmaterial kommen antikoagulierte Blutproben und Knochenmarkaspirate zur
Anwendung, deren Zellen mittels Ficoll-Praparation und Erythrozytenlyse isoliert wer-
den. Antikorper werden mit Fluoreszenzfarbstoffen versehen, welche an die passenden
Antigene binden und durch Detektoren erfasst werden kénnen. Die geldaufigsten Fluores-
zenzfarbstoffe sind Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), ,.energy-
coupled dye” (ECD) und Phycoerythrin-CY5 (PC5). Jede Zelle wird von einem oder
mehreren Laserstrahlen beleuchtet. Aufgrund unterschiedlicher Emissionsspektren kon-
nen mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zur Analyse eingesetzt werden, was die
simultane Erfassung mehrerer Antigene auf einer Zelle ermdglicht. Die Unterscheidung
der Zellen beruht auf den Streulichteigenschaften, durch welche die ZellgréRe und die
Heterogenitat des Zellinneren bestimmt werden, sowie auf ihrem Antigenexpressions-
muster. Die Vorwaértsstreuung des Laserstrahls (,,forward scatter”, FSC) korreliert dabei
mit der ZellgroRe. Die Heterogenitat der zellularen Binnenstruktur, die im Wesentlichen
durch die Granularitat der Zelle bedingt ist, wird durch die Seitwartsstreuung (,,sideward
scatter”, SSC) erfasst. Die mittlerweile weit ausgereifte Technologie der Durchflusszyto-
metrie erlaubt die Analyse von 1000 bis 2000 Zellen pro Sekunde [105]. Zellen mit bis
zu zwanzig verschiedenen Markern kénnen detektiert werden. Die Komplexitat steigt pro
Marker an, so dass aktuell Antikérperkombinationen mit sechs bis zehn Farben gangig
sind [106-108]. Zur Detektion von kleinen Zellpopulationen werden in der Regel hohe
Eventzahlen erfasst. So ist in der Regel fiir eine Sensitivitat von 1:10000 die Erfassung
von mindestens 100000 Events, flr eine Sensitivitat von 1:100000 die Erfassung von

mindestens 1000000 Events notwendig.

1.9.2 Immunphanotypisierung

Die Immunphdanotypisierung besitzt bei der Diagnosestellung, insbesondere bei Vorlie-
gen einer morphologisch undifferenzierten Leuk&mie und Subklassifikation der akuten
Leukamie, einen hohen Stellenwert. Mittels der Durchflusszytometrie kann in schneller,
praziser und maschineller Form das Oberflachenantigenprofil umfassend analysiert wer-

den. Unter Verwendung von monoklonalen, fluoreszenzmarkierten Antikdrpern werden
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spezifische Expressionsmuster sowohl membranstéandiger wie auch intrazellularer Diffe-
renzierungsantigene (cluster of differentiation, CD) erfasst. Das Verfahren ermoglicht
eine genaue Linienzuordnung, da die spezifischen Antigene bezeichnend fir die Zellreihe
sowie den Reifegrad der Zelle sind. Darlber hinaus kann mittels Durchflusszytometrie
ein MRD-Monitoring durchgefiihrt werden, welches durch die quantitative Erfassung der
Expression von leukdmieassoziierten Immunphéanotypen (LAIPS) prognostische Aussa-
gekraft beinhaltet (siehe Unterabschnitt 1.9.3 — ,,Durchflusszytometrisch erhobene mini-
male Resterkrankung®). In tber 90% aller Patienten lassen sich LAIPs erfassen [3, 109].
Der Nachweis von potenziellen Zielantigenen kann die Therapieplanung erganzen, bei-
spielsweise kann bei Expression von Antigen-CD33 eine darauf ausgerichtete Therapie

mit Gemtuzumab-Ozogamicin erfolgen [2].

1.9.3 Durchflusszytometrisch erhobene minimale Resterkrankung

Die Sensitivitat der Durchflusszytometrie hangt von der Anzahl der festgestellten Events
ab. Die Identifikation einer leukdmischen Zellpopulation ist bei >30-40 Events in der
Regel maéglich. Zur Erreichung einer Sensitivitat von 10 (1 von 10000 Zellen) ist die

Erfassung von mindestens 400000 Events erforderlich [71].

Leukamische Blasten werden gegeniiber der gesunden Zellpopulation hinsichtlich quali-
tativer und quantitativer Expressionsunterschiede abgegrenzt. Es kann eine Uberexpres-
sion von Antigenen (,,overexpression“) oder eine abgeschwachte Expression von flr den
Reifegrad der Zelle typischen Antigenen (,,loss of expression®) vorliegen. Des Weiteren
zeichnen sich die Blasten durch eine aberrante Koexpression reifer und unreifer Marker
—also nicht demselben Differenzierungsgrad entsprechend (,,asynchron®) — aus. Als Bei-
spiel sei eine asynchrone Expression von Stammzellantigenen (CD34, CD117) mit
myeloischen Differenzierungsantigenen (CD13, CD14, CD15, CD33, CD65) genannt.
Bei einem Teil der Patienten lassen sich auch linienfremde Antigene auf den Zellen nach-
weisen (,,cross-lineage™), wie z.B. lymphatische Antigene (CD2, CD3, CD4, CD7, CDS8,
CD10, CD19, CD30) oder Naturliche-Killerzell-Antigen (CD56) auf myeloischen Blas-
ten [2, 110].

Im Wesentlichen gibt es zwei Strategien, um die MRD mittels Durchflusszytometrie zu
detektieren:
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Durch ein Screening mit festgelegten Antikorperkombinationen werden LAIPs bei Erst-
diagnose selektiert, welche mindestens 5-10% der leukamischen Zellen ausmachen und
in weniger als 0,1 bzw. 0,01% im gesunden Knochenmark nachzuweisen sind, damit die

Sensitivitat von 10 bzw. 10 gewdahrleistet wird.

Eine alternative Vorgehensweise wird als ,,different from normal* bezeichnet und wurde
erstmals von der Children’s Oncology Group beschrieben [111, 112]. Hierbei werden die
Blutproben auf immunphanotypische Profile Gberprift, um leuk&mische Zellen von nor-
malen Zellen zu unterscheiden, unabhangig vom leukdmischen Immunphanotyp bei Erst-
diagnose. Somit wird das Problem von falsch negativem MRD-Status aufgrund von phé-

notypischen Shifts durch ein festgesetztes Antikérper-Panel umgangen [108].

Limitiert wird das MRD-Monitoring mittels Durchflusszytometrie durch phanotypische
Shifts zwischen Diagnose und Rezidiv, so dass die initial positiven LAIPs bei einem Re-
zidiv nicht ansteigen. Eine Studie von Voskova et al. konnte bei 24 % von insgesamt 49
eingeschlossenen Patienten den bei Erstdiagnose gemessenen LAIP wéhrend eines Re-
zidivs nicht mehr nachweisen [113]. Da einige Antigenexpressionsmuster auch im nor-
malen, besonders aber im regenerierenden Knochenmark in geringer Konzentration nach-
weisbar sind, konnen die Sensitivitat und die Spezifitat der Immunphéanotypisierung ein-

geschrénkt sein [90].

Inwieweit die MRD mit morphologisch quantifizierten Blasten korreliert, untersuchten
Inaba et al. in einer Studie mit 203 AML-Patienten. Sie stellten diskrepante Ergebnisse
zwischen den zytomorphologisch und durchflusszytometrischen Werten her: Blutproben,
welche morphologisch <5% Blasten hatten, wurden bei 8,2 % als MRD-positiv gewertet
(Cut-off-Wert von >0,1%); dagegen besallen 57,5% der Proben mit >5% der Blasten
einen negativen MRD-Status. Das MRD-Monitoring mittels Durchflusszytometrie hatte
dabei signifikante, prognostische Aussagekraft bezlglich eines Rezidivs, unabhangig von
der Zytomorphologie [114].
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Prognostische Aussagen durch durchflusszytometrische Messungen der MRD konnten
fur die Zeitpunkte ,,nach Induktion“ und ,,nach Konsolidierung*“ erhoben werden [72, 92,
95, 99-101, 103, 115]. Zwei neuere Studien veranschaulichten den prognostischen Wert
der durchflusszytometrisch bestimmten MRD anhand einer gréReren jingeren Kohorte
(medianes Alter von 48 Jahren) [100] und einer &dlteren Kohorte (medianes Alter von 67
Jahren) [103]. In beiden Studien hatte der am friihesten bestimmte Zeitpunkt ,,nach In-
duktion* gegenuiber dem Zeitpunkt ,,nach Konsolidierung“ die grofiere prognostische

Aussagekraft.
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2  Zielsetzung

Bei AML-Patienten kann durch intensive Induktionstherapie in bis zu 80% der Falle eine
komplette Remission erreicht werden. Allerdings erleiden trotzdem viele Patienten im
Verlauf ein Rezidiv [116]. Die Abschatzung der Prognose der AML ist entscheidend fur
die Wahl der Postremissionstherapie. Beispielsweise ist die Identifikation von Hochrisi-
kopatienten wichtig fur eine frihzeitige Planung einer allogenen Stammzelltransplanta-
tion, welche zeitintensiv und umfangreich ist. Neben den schon bekannten klinischen und
genetischen Faktoren wird zunehmend die MRD zur Prognoseeinschatzung miteinbezo-
gen. Die Molekulargenetik erwies sich bei der Erfassung und Verlaufskontrolle der MRD
als duRerst aussagekraftig. Allerdings findet sich nur bei etwa einem Drittel aller Patien-
ten ein passender molekulargenetischer Marker. Die Durchflusszytometrie hingegen kann
zum MRD-Monitoring bei ca. 90 % aller Patienten LAIPs detektieren. Bislang wurde das
MRD-Monitoring mittels Durchflusszytometrie ,,nach Induktion* und ,,nach Konsolidie-
rung“ hinsichtlich seines prognostischen Einflusses untersucht. Inwieweit auch zu einem
friheren Zeitpunkt wie z.B. ,,wdhrend Aplasie* (Tage 16-18 nach Beginn der Indukti-
onstherapie) die Beurteilung der MRD eine Rolle spielt, ist bei erwachsenen AML-Pati-
enten derzeit nicht ausreichend bekannt. In dieser Arbeit wurde die prognostische Rele-
vanz der MRD anhand von durchflusszytometrischen Messungen, insbesondere zu die-
sem friihen Zeitpunkt, untersucht. Zwischen den Jahren 2000 und 2011 waren 938 AML-
Patienten innerhalb der AMLCG-Studie behandelt worden. In einer retrospektiven Ana-
lyse wurde eine Patientenkohorte gebildet, welche nach dem Therapieschema der AM-
LCG nach Induktionstherapie eine komplette Remission erreicht und durchflusszytomet-
rische Messungen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und ,,wéhrend Aplasie* oder ,,nach
Induktion® vorliegen hatte. Anhand dieses Kollektivs wurden Schwellenwerte (Cut-off-
Werte) von LAIP-Messungen zu den Zeitpunkten ,,wéhrend Aplasie” und ,,nach Induk-
tion* bestimmt und dadurch ein positiver oder negativer MRD-Status identifiziert. Dieser
wurde hinsichtlich seiner prognostischen Wertigkeit untersucht und unter Einbezug der
bereits gangigen prognostischen Faktoren in multivariate Analysen eingeschlossen, um

seine Unabhéangigkeit als prognostischer Faktor von anderen EinflussgréRen zu priifen.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Patienten

Eingeschlossen wurden AML-Patienten aus den Jahren 2000 bis 2011, deren Knochen-
markproben durch das Labor flr Leukdmiediagnostik der Medizinischen Klinik und Po-
liklinik 111 der Ludwig-Maximilians-Universitat in GroBhadern analysiert wurden. Diese
Knochenmarkproben stammen einerseits von im Klinikum Grof3hadern behandelten Pa-
tienten und andererseits von deutschlandweit eingesendeten Proben aus anderen Kliniken

oder von niedergelassenen Arzten.

Alle Patienten waren uber 18 Jahre alt und erklarten sich, nach ausfihrlicher &rztlicher
Aufklarung, schriftlich damit einverstanden, dass ihre Daten fiir wissenschaftliche Zwe-
cke herangezogen werden. Die Durchfiihrung dieser Arbeit erfolgte gemé&l der Deklara-

tion von Helsinki.

Die Kriterien fir und gegen die Aufnahme zur Untersuchung der MRD bei der akuten
myeloischen Leuk&mie im Erwachsenenalter mittels Durchflusszytometrie und moleku-

larer Marker sind im Folgenden zusammengefasst:

Einschlusskriterien:

e Diagnosezeitraum: 2000 bis 2011

e Alter: >18 Jahre

e Mindestens zwei Zeitpunkte mit durchflusszytometrischen Messungen, darin
eingeschlossen unbedingt Erstdiagnose und eine Messung ,,wéhrend Aplasie*

oder ,,nach Induktion*

e Erreichen einer kompletten Remission

Ausschlusskriterien

e Promyelozytenleukamie (M3)

e Biphénotypische Leuk&dmie
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3.2 Therapieprotokolle

In die Studie wurden Patienten aufgenommen, welche mit einer intensiven Induktions-
therapie nach Schemen der German AML Cooperative Group (AMLCG99, AM-
LCG2004, AMLCG2008) oder analog zu diesen Protokollen behandelt wurden. Die Be-
handlungsentscheidungen basierten auf Alter, Zytogenetik, molekularen Risikomarkern,

sowie Begleiterkrankungen, Spenderverfuigbarkeit und Wunsch des Patienten.

3.3 Diagnostische Verfahren

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurden die Knochenmarkblutproben hinsichtlich der
Zytomorphologie, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), Zytogenetik und Moleku-
largenetik untersucht [52, 87, 117, 118].

Es wurden alle AML-Proben auf das Vorhandensein molekularer MRD-Marker tber-
praft. Zum Screening auf NPM1-Mutationen wurden alle Proben einer Schmelzkur-
venanalyse durch gRT-PCR mit dem System LightCycler 1.5 oder 2.0 (Roche Diagnos-
tik) unter Zugabe der hybridisierten Proben unterzogen [87, 119]. Bei Vorliegen einer
NPM1-A-Mutation folgte eine quantitative Messung mittels einer standardmafig kalib-
rierten gRT-PCR. Diese wurde zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Therapie wie-
derholt [120].

Zur zytogenetischen Risikostratifizierung wurden die Kriterien des Medical Research

Council angewandt [57].

3.4 Relevante Zeitpunkte der Untersuchungen

Mit Hilfe von Durchflusszytometrie und Molekulargenetik wurden Marker identifiziert,
welche flir das MRD-Monitoring geeignet sind. Der Fokus wurde auf die quantitativen
Werte von Blasten, LAIPs und NPM1-Messungen gelegt und diese zu folgenden Zeit-
punkten in dieser Arbeit analysiert: ,,wahrend Aplasie” (Tage 16-18 nach Beginn der
Induktionstherapie), ,,nach Induktion®, ,,nach Konsolidierung“ und bei Auftreten eines
Rezidivs. Fir den Zeitpunkt ,,nach Induktion” wurden Proben in einem Zeitraum von 25—

129 Tagen (Median 64 Tage) nach Erstdiagnose bertcksichtigt.



Patienten, Material und Methoden 28

3.5 Durchflusszytometrie

Mononukledre Zellen (MNC) wurden mittels Ficoll-Praparation und Erythrozytenlyse
aus der Knochenmarkprobe isoliert. Jeweils drei Antigene aus insgesamt 31 fluoreszenz-
markierten Antikérpern wurden zusammengestellt (siehe Tabelle 3-1). Die multiparamet-
rische Durchflusszytometrie wurde mit dem Gerat FACSCalibur (Becton Dickinson, San
José, CA, USA) durchgefiihrt. Es wurden LAIPs bestimmt, welche eine aberrante Koex-
pression von Oberflachenantigenen oder zytoplasmatische Antigene besitzen, wie bei
Kern et al. beschrieben [121]. Hierzu waren bei Erstdiagnose mindestens 20000 positive
Events fur jede Dreier-Kombination erforderlich. Die Kombinationen der Antigene wur-
den zuvor an normalen Knochenmarkzellen von gesunden Spendern getestet. Die Popu-
lation wurde als LAIP gewertet, wenn weniger als 0,1 % der MNC der gesunden Spender
den entsprechenden Phé&notyp aufwiesen. Falls diese VVoraussetzung erfullt war, wurde
der prozentuale Anteil an MNC in den leukdmischen Proben bestimmt [101]. Fur die
nachfolgenden regelmaRigen Kontrollen wurden die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose be-
stimmten LAIPs gemessen. Um eine grofitmogliche Sensitivitat zu erreichen, waren
250000 Events pro Messung erforderlich. Aufgrund der Heterogenitit der AML lassen
sich leuk&mische Zellen nicht in einem LAIP vereinen. Teilweise konnten pro Patient
mehrere LAIPs bestimmt werden. Zu jedem Messzeitpunkt wurde der LAIP mit dem ma-

ximalen Wert als reprasentativ angesehen und fir die Analysen herangezogen.
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Die folgende Tabelle zeigt die unterschiedlichen Antigenkombinationen, anhand derer

bei dem Patientenkollektiv LAIPs bestimmt wurden.

FITC PE PC-5
CD11b CD117 CD34
CD14 CD13 CD4
CD15 CD34 CDa33
CD34 7.1 CDa33
CD34 CD116 CDa33
CD34 CD13 CD19
CD34 CD135 CD117
CD34 CD15 CDa33
CD34 CD19 CD13
CD34 CD2 CD33
CD34 CD56 CD33
CD36 CD235a CD45
CD38 CD133 CD34
CD38 CD34 CD90
CD4 CDo64 CD45
CD65 CD87 CD34
CD7 CD3 CD34
CD90 CD17 CD34
HLA-DR CD33 CD34
MPO LF cCD15
TdT cCD33 cCD45
TdT cyCD2 cyCD3
TdT cyCD79a cyCD3

Tabelle 3-1: Liste der dreifach kombinierten gefarbten Antikdrper

3.6 Statistische Analysen

Fur die Berechnung des RFS wurde der Zeitraum zwischen kompletter Remission und

dem hamatologischen oder extramedullaren Rezidiv oder dem Tod verwendet, unabhén-

gig von der Ursache [44, 49]. Das OS wurde als der Zeitraum zwischen der Erstdiagnose
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der AML und dem Tod definiert, unabhangig von der Ursache. Die Uberlebenszeitanaly-
sen erfolgten durch den Kaplan-Meier-Schétzer und den Logrank-Test. Zur Bestimmung
von Cut-off-Werten wurde mittels proportionaler Hazard-Regression nach Cox der
kleinste p-Wert fiir einen positiven MRD-Status statistisch ermittelt. Der Test wurde zu-
dem verwendet, um den Einfluss individueller Faktoren in univariaten und auch multiva-
riaten Analysen zu ermitteln. Dabei wurde die zytogenetische Risikoeinteilung nach dem
MRC als kategorische Variable eingesetzt. Die Héhe der MRD wurde definiert durch den
Logarithmus des Anteils an LAIP-positiven Zellen in Bezug auf die mononukleédren Zel-
len. Der Kruskal-Wallis-Test wurde angewandt, um den Anteil der MRD-positiven Pati-
enten innerhalb der zytogenetischen Risikogruppen zu unterscheiden. Um die Korrelation
zwischen dem MRD-Status zu den Zeitpunkten der ,,Aplasie* und ,,nach Induktion* zu

untersuchen, wurde der McNemar Test angewandt.

Die statistischen Analysen wurden mit der Software ,,IBM SPSS for Windows, Version
21“ (IBM, Armonk, NY, USA) durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse

Die auf den Daten dieser Arbeit basierenden Ergebnisse wurden im Juni 2014 online im
Journal ,,Leukemia® unter dem Titel ,,Early assessment of minimal residual disease in
AML by flow cytometry during aplasia identifies patients at increased risk of relapse*
publiziert [93].

T. Kohnke, D. Sauter, K. Ringel und M. Hubmann sammelten und analysierten die Daten;
S.K. Bohlander, P. M. Kakadia, S. Schneider waren fir die genetischen Analysen verant-
wortlich; A. Dufour und K. Spiekermann fiihrten das Assessment von NPM1 durch; W.E.
Berdel, T. Buchner, B. Wormann, J. Braess und W. Hiddemann koordinierten die Kklini-
schen Studien der AMLCG; E. Horster, R.P. Laubender unterstutzten die statistischen
Analysen; T. Kéhnke und D. Sauter schrieben das Manuskript; K. Spiekermann half bei
der Supervision des Projekts; M. Subklewe leitet die Abteilung der Durchflusszytometrie
des Leukdamielabors und erstellte das Konzept der Studie, interpretierte die Daten und

supervidierte die Arbeit.

4.1 Patientenkollektiv

Insgesamt standen aus dem Zeitraum vom 03.03.2000 bis zum 04.10.2011 Messungen
von 938 AML-Patienten mit mindestens zwei durchflusszytometrisch gemessenen Kno-
chenmarkblutproben zur Verfiigung. Ausgeschlossen wurden 61 Patienten mit akuter
Promyelozytenleukdmie und weitere 102 Patienten, welche keine intensive Induktions-
therapie erhielten. Unter den restlichen 775 Patienten erreichten 80 Patienten lediglich
eine inkomplette Remission, 40 verstarben wéhrend der Induktionstherapie und 121 Pa-
tienten hatten eine refraktare Erkrankung. Ferner konnte bei 3 Patienten der Karyotyp
nicht evaluiert werden. Bei 187 Patienten war eine LAIP-Messung weder ,,wéhrend
Aplasie” noch zum Zeitpunkt ,,nach Induktion* verfiigbar. Folglich waren 344 Patienten
fiir die Analysen dieser Arbeit geeignet. Davon waren bei 178 Patienten LAIP-Werte zum
Zeitpunkt ,,wahrend Aplasie” und bei 317 Patienten LAIP-Werte zum Zeitpunkt ,,nach
Induktion* vorhanden. Bei 53% des Kollektivs wurde ein LAIP festgestellt, bei 35%
zwei LAIPs, bei 10% drei LAIPs und bei 2% vier LAIPs. Zu beiden Zeitpunkten vorlie-
gende LAIP-Werte fanden sich bei 151 Patienten.
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Patienten mit neu diagnostizierter AML (M3 ausgeschlossen) mit
mindestens zwei Knochenmarksproben fiir MRD (n=877)

Patienten ohne intensive
Induktionstherapie (n=102)

Patienten mit intensiver Induktionstherapie (n=775)

Inkomplette Remission (n=80)
Tod wahrend Induktion (n=40)
Refraktare Erkrankung (n=121)

Patienten mit kompletter Remission (n=534)

Fehlender Karyotyp (n=3)

Keine LAIPs ,wahrend Aplasie“ oder
ynach Induktion” erhaltlich (n=187)

Zytogenetische Risikoaufteilung und LAIP erhaltlich (n=344)

LAIP ,wahrend Aplasie“ (n=178)  LAIP ,nach Induktion“ (n=317)

LAIP erhaltlich zu beiden Zeitpunkten (n=151)

Abbildung 4-1: Akquirierung des Patientenkollektivs
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Alle analysier- LAIP ,,wéh- LAIP ,nach In- LAIPs zu beiden
ten Patienten  rend Aplasie*  duktion* Zeitpunkten
(n=344) (n=178) (n=317) (n=151)
GESCHLECHT
Ménner 186 (54 %) 96 (54 %) 171 (54 %) 81 (54%)
Frauen 158 (46 %) 82 (46 %) 146 (46 %) 70 (46 %)
ALTER BEI ERSTDIAGNOSE
<60 Jahre 205 (59%) 105 (59 %) 190 (60 %) 92 (61%)
>60 Jahre 144 (41%) 73 (41%) 127 (40%) 59 (39%)
AML-TYP
De novo 301 (87%) 152 (85%) 275 (87 %) 126 (83 %)
SAML 17 (5%) 10 (6 %) 16 (5%) 9 (6%)
tAML 16 (5%) 8 (5%) 16 (5%) 8 (5%)
Hochrisiko-MDS 10 (3%) 8 (5%) 10 (3%) 8 (5%)
FAB
MO 19 (6 %) 10 (6 %) 14 (4%) 5 (3%)
M1 72 (21%) 44 (25%) 69 (22%) 41 (27 %)
M2 104 (30%) 59 (33%) 93 (29%) 48 (32%)
M4/M4eo 94 (27 %) 37 (21%) 91 (29%) 34 (23%)
Mb5a/M5b 37 (11%) 18 (10%) 32 (10%) 13 (9%)
M6 12 (4%) 7 (4%) 12 (4%) 7 (5%)
M7 1(<1%) 1(<1%) 1(<1%) 1(<1%)
Nicht verflighar 5 (2%) 2 (1%) 5 (2%) 2 (1%)
ZYTOGENETIK
Glnstig 56 (16 %) 27 (15%) 52 (16 %) 23 (15%)
Intermediar 238 (70%) 127 (71%) 220 (70%) 109 (72 %)

Unginstig

50 (15%)

24 (14%)

45 (14%)

19 (13%)
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Nicht verflgbar

KLINISCHE STUDIEN

3

1

3

NPM1///
Mutiert 114 (41%) 63 (40%) 109 (43 %) 58 (44%)
Wildtyp 161 (58 %) 94 (60 %) 142 (57 %) 75 (66 %)
Nicht verflgbar 69 21 66 18
FLT3-ITD
Positiv 99 (29%) 45 (25%) 93 (30%) 39 (26 %)
Negativ 242 (71%) 132 (75%) 221 (70%) 111 (74 %)

1

AMLCG99 257 (75%) 132 (74%) 234 (73%) 109 (72 %)
AMLCG2004 38 (11%) 23 (13%) 35 (11%) 20 (13%)
AMLCG2008 21 (6%) 7 (4%) 21 (7%) 7 (5%)
Analoge Studien 28 (8%) 16 (9%) 24 (8%) 15 (9%)
Allogene SZT 133 (39%) 68 (38%) 124 (39 %) 59 (39%)
UBERLEBEN
5-Jahres-RFS 201 (31%) 107 (33%) 195 (31%) 92 (34%)
5-Jahres-OS 162 (44 %) 82 (47 %) 149 (45%) 69 (48 %)

Tabelle 4-1: Patientencharakteristik, gruppiert nach der Verftigbarkeit von durch-

flusszytometrischen Werten zu den Zeitpunkten ,,Aplasie* und ,,nach Induktion*

Im Kollektiv zeigte sich kein signifikanter Unterschied im RFS oder OS sowie im MRD-
Status zwischen den Patienten, die hochdosiert Cytarabin (HAM, sHAM) erhielten, im
Vergleich zu Patienten, welche die Standarddosis Cytarabin erhielten (TAD).

Daruiber hinaus ergab sich kein Unterschied hinsichtlich klinischer Aspekte oder des
Uberlebens zwischen Patienten, bei denen Messungen ,, wahrend Aplasie* verfiighar wa-

ren, gegenuiber Patienten mit nicht verfiigbaren MRD-Messungen.
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LAIP-Werte ,,wahrend
Aplasie* verfugbar
(n=178)

LAIP-Werte ,,wéhrend A-
plasie* nicht verfligbar
(n=166)

p (verfugbar vs.

nicht verfiigbar)

GESCHLECHT

Mannlich

Weiblich

96 (54%)

82 (46%)

ALTER BEI ERSTDIAGNOSE

<60 Jahre

>60 Jahre
AML-TYP

De novo

SAML

tAML

Hochrisiko-MDS
ZYTOGENETIK

Gunstig

Intermediar

Ungunstig
NPM1

Mutiert

Wildtyp

Nicht verflgbar
FLT3-ITD

Positiv

Negativ

Nicht verflighar

105 (59 %)

73 (41%)

152 (85%)
10 (6%)
8 (5%)

8 (5%)

27 (15%)
127 (71%)

24 (14%)

63 (40%)
94 (60%)

21

45 (25%)
132 (75%)

1

90 (54%)

76 (46%)

98 (59%)

68 (41%)

149 (90 %)
7 (4%)
8 (5%)

2 (1%)

29 (18%)
111 (67 %)

26 (16%)

51 (43%)
67 (57%)

48

54 (33%)
110 (67 %)

2

0,96

0,99

0,29

0,67

0,61

0,13




Ergebnisse 36

KLINISCHE STUDIEN 0,23
AML-CG99 132 (74%) 125 (75%)
AML-CG2004 23 (13%) 15 (9 %)
AML-CG2008 7 (4%) 14 (8%)
Analoge Studien 16 (9%) 12 (7 %)
ALLOGENE SZT
Erhalten 68 (38%) 65 (39%) 0,86
UBERLEBEN
5-Jahres-RFS 33% 28% 0,49
5-Jahres-OS 47% 42% 0,30

Tabelle 4-2: Analyse der Patientencharakteristik, aufgeteilt in die Verfiigbarkeit der

durchflusszytometrisch gemessenen Werte zum Zeitpunkt der ,,Aplasie*

4.2 Cut-off-Werte zur Festlegung des MRD-Status

Nachfolgend wurde die prognostische Aussagekraft der LAIP-Werte zu den Zeitpunkten
»Aplasie” und ,,nach Induktion“ untersucht. Hierzu wurden zundchst Hazard-Ratios mit
Hilfe des Cox-Proportional-Hazard-Modells fur verschiedene Cut-off-Werte berechnet.
Fur beide Zeitpunkte ergaben sich jeweils unterschiedliche Cut-off-Werte, welche eine

prognostische Relevanz sowohl fiir das RFS als auch fir das OS aufweisen.

Cut-off-Wert von 0,15 % ,,wahrend Aplasie‘ zur Definition des MRD-Status

Zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” wurden Hazard-Ratios, das RFS betreffend, flr verschie-
dene Cut-off-Werte im Bereich von 0,01 % bis 1% der MNC berechnet. Auf diesen Ana-
lysen basierend konnte ein Cut-off-Wert von >0,15% fir einen MRD-positiven Status

zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” ermittelt werden.
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Abbildung 4-2: Bestimmung des Cut-off-Wertes zum Zeitpunkt der ,,Aplasie*
mittels Hazard-Ratio

Patienten, deren LAIP-Werte grof3er oder gleich dem Cut-off-Wert waren, wurden ent-
sprechend als MRD-positiv definiert. Im Gegensatz hierzu wurden Patienten, deren
LAIP-Werte unterhalb dieses Cut-off-Wertes lagen, als MRD-negativ bezeichnet. Mit
diesem Cut-off-Wert waren 68 Patienten (38 %) MRD-positiv und 110 (62 %) MRD-ne-
gativ. Fur die MRD-positiven Patienten lag das 5-Jahres-RFS bei 16 % und flr die MRD-
negativen Patienten bei 44% (p<0,001). Das 5-Jahres-OS lag bei 32% vs. 54%
(p=0,019).

Auch bei Verwendung eines kleineren Cut-off-Wertes von 0,1% fand sich ein kiirzeres
RFS bei positivem MRD-Status (21 % vs. 42%, p=0,005). Demgemal lag das 5-Jahres-
OS bei 36% vs. 55% (p=0,053). Bei Verwendung einer kontinuierlichen Variablen war
der MRD-Status mit einem signifikanten Einfluss auf das RFS (p=0,004) und das OS
(p=0,028) verknipft.



Ergebnisse 38

100 - 100 -
| a | Aplasie | b l Aplasie
T 90 g 80
£
£ 5
S 60 © 60
1 B
2 MRD neg. (n=110) §
=1 | : -
- 40 E 40
.9 e | eesses
4 s | T :
S 20 -y MRD pos. (n=68) O 20+ MRD pos. (n=68)
e iy W S :
N
1]
€ o+ peo.oot 0 p=0.019
I I [ I | I I I I | I I [ I | I I [ I | I I
0 12 24 36 48 B0 72 B84 96 108 120 D 12 24 36 48 60 72 B4 96 108 120
RFS (Monate) 0S (Monate)

Abbildung 4-3: RFS und OS fur MRD-positive und MRD-negative Patienten
.wahrend Aplasie*

Cut-off-Wert von 0,3% ,.nach Induktion‘ zur Definition des MRD-Status

Mit derselben Methode konnte ein Cut-off-Wert von >0,3% fiir den Zeitpunkt ,,nach In-
duktion® ermittelt werden. Daraus resultierten 128 (40 %) Patienten mit positivem MRD-
Status und 189 (60 %) mit negativem MRD-Status. Das 5-Jahres-Uberleben bei positivem
MRD-Status betrug 22% im Gegensatz zu 36 % bei negativem MRD-Status (p=0,038).
Auch das OS war bei den MRD-positiven Patienten mit 38% vs. 48% etwas kirzer
(p=0,137).

Bei Anderung des Cut-off-Wertes auf 0,1% zum Zeitpunkt ,,nach Induktion® resultierte
keine signifikante Korrelation mit dem Uberleben. Allerdings hatte der MRD-Status
»hach Induktion* als kontinuierliche Variable einen signifikanten Einfluss auf das RFS
(p=0,028), aber nicht auf das OS.
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Abbildung 4-4: RFS und OS fur MRD-positive und MRD-negative Patienenten
,-hach Induktion*

4.3 Uni- und multivariate Analysen von Prognosefaktoren

Univariate Analysen wurden anhand aller bekannten Faktoren mit prognostischer Rele-
vanz durchgefiihrt. Folgende Eigenschaften zeigten keine Korrelation in unserer Kohorte:
die Leukozytenanzahl bei Erstdiagnose (p=0,5 bzw. 0,8 fir RFS und OS), der LDH-Wert
bei Erstdiagnose (p=0,6 bzw. 0,7) und der Prozentsatz der Blasten im Knochenmark zum
Zeitpunkt der ,,Aplasie” (p=0,4 bzw. 0,5). In der multivariaten Analyse wurden Parame-
ter beriicksichtigt, welche eine signifikante Korrelation (p<0,05) mit dem RFS oder dem
OS hatten.

Neben den LAIP-Werten ,wahrend Aplasie” zeigten das Alter (<60 vs. >60 Jahre;
p<0,001 fur RFS und OS) sowie die zytogenetischen Risikogruppen (alle p<0,01) eine
Korrelation mit dem Uberleben und wurden somit in die multivariate Analyse einge-

schlossen.

In der multivariaten Analyse war der MRD-Status zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” ein un-
abhangiger Faktor im Hinblick auf das RFS (p=0,009), zeigte aber keine unabhéngige
Korrelation mit dem OS (p=0,3) (siehe Tabelle 4-3).
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Hazard-Ratio (95%-Cl, p)

RFS (O8]

Durchflusszytometrisch bestimmter MRD-Status ,,wahrend Aplasie* verfugbar (n=178)

Zytogenetik* p=0,008 p=0,01
intermediér vs. glnstig 1,84 (0,96-3,31; p=0,07) 2,49 (1,06-5,89; p=0,04)
ungunstig vs. ginstig 3,36 (1,54-7,34; p=0,002) 4,46 (1,66-11,96; p=0,003)

MRD-Status wéhrend Aplasie:

positiv (20,15%) vs. negativ 1,71 (1,15-2,54; p=0,009) 1,29 (0,81-2,05; p=0,3)

Alter (< vs. >60 Jahre) 1,81 (1,22-2,68; p=0,003) 2,14 (1,36-3,36; p<0,001)

Durchflusszytometrisch bestimmter MRD-Status ,,nach Induktion* verfiigbar (n=317)

Zytogenetik* p<0,001 p<0,001
intermedidr vs. glnstig 2,59 (1,56-4,31; p<0,001) 3,11 (1,65-5,87; p<0,001)
ungunstig vs. ginstig 5,88 (3,33-10,39; p<0,001) 6,26 (3,14-12,48; p<0,001)

MRD-Status ,,nach Induktion®: o o
positiv (=0,39%) vs. negativ 1,23 (0,92-1,64; p=0,2) 1,13 (0,81-1,59; p=0,4)
Alter (< vs. >60 Jahre) 1,66 (1,24-2,21; p=0,001) 2,20 (1,46-2,81; p<0,001)

Durchflusszytometrisch bestimmter MRD-Status ,,wahrend Aplasie* und ,,nach Induktion* ver-
fugbar (n=151)

Zytogenetik* p<0,008 p=0,001
intermedidr vs. glnstig 1,95 (0,94-4,03; p=0,073) 3,31 (1,16-9,43; p=0,03)
ungunstig vs. ginstig 3,94 (1,64-9,44; p=0,002) 6,19 (1,89-20,27; p=0,003)

MRD-Status ,,wéhrend Aplasie®:

et R v Y 1,65 (1,06-2,55; p=0,03) 1,17 (0,70-1,97; p=0,5)

MRD-Status ,,nach Induktion®:

positiv (=0,3%) vs. negativ 1,37 (0,90-2,10; p=0,15) 1,42 (0,87-2,31; p=0,16)

Alter (< vs. >60 Jahre) 1,66 (1,24-2,21; p=0,001) 1,85 (1,34-3,01; p=0,01)

Tabelle 4-3: Multivariate Hazard-Regression nach Cox fiir RFS und OS
*Zytogenetik gemal den Kriterien des MRC
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Hinsichtlich eines kleineren Cut-off-Wertes von 0,1 % war in multivariaten Analysen der
MRD-Status ,,wahrend Aplasie” mit dem RFS signifikant assoziiert (p=0,03) (siehe Ta-
belle 4-4).

Hazard-Ratio (95%-Cl, p)

RFS (O8]

Durchflusszytometrisch bestimmter MRD-Status ,,wahrend Aplasie* verfligbar (n=178)

Zytogenetik* p=0,004 p=0,008
intermedidr vs. glnstig 1,83 (0,96-3,50; p=0,07) 2,50 (1,06-5,89; p=0,04)
ungunstig vs. ginstig 3,56 (1,64-7,75; p=0,001) 4,55 (1,71-12,16; p=0,002)

MRD-Status ,,wahrend Aplasie®:
1,53 (1,03-2,26; p=0,03) 1,26 (0,80-1,98; p=0,3)
positiv (=0,1%) vs. negativ

Alter (< vs. >60 Jahre) 1,87 (1,26-2,76; p=0,002) 2,17 (1,38-3,40; p=0,001)

Tabelle 4-4: Multivariate Hazard-Regression nach Cox flir RFS und OS mit einem
Cut-off-Wert von >0,1 % fir einen MRD-positiven Status
*Zytogenetik gemal den Kriterien des MRC

Da die Festlegung des Cut-off-Wertes ein starrer Wert ist, wurde auch eine Analyse mit
MRD als kontinuierlicher Variable durchgefiihrt, welche ahnliche Ergebnisse erbrachte
(p=0,01 flr durchflusszytometrisch bestimmte MRD als kontinuierliche Variable ,,wéh-
rend Aplasie* fur RFS) (siehe Tabelle 4-5).
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Hazard-Ratio (95%-Cl, p)

RFS (O]

Durchflusszytometrisch bestimmter MRD-Status ,,wahrend Aplasie* verfugbar (n=178)

Zytogenetik* p=0,009 p=0,02
intermediér vs. ginstig 1,75 (0,91-3,35; p=0,09) 2,37 (1,00-5,62; p=0,05)
ungunstig vs. ginstig 3,31 (1,50-7,30; p=0,003) 4,12 (1,53-11,08; p=0,005)

MRD-Status ,,wéhrend Aplasie®

als kontinuierliche Variable (log) 123 (1,04-1,45,p=0,01) 120 (0,98-1,48;p=0,07)

Alter (< vs. >60 Jahre) 1,98 (1,33-2,94; p=0,001) 2,30 (1,46-3,61; p<0,001)

Durchflusszytometrisch bestimmter MRD-Status ,,nach Induktion* verfiigbar (n=317)

Zytogenetik* p<0,001 p<0,001
intermedidr vs. glnstig 2,60 (1,57-4,31; p<0,001) 3,17 (1,68-5,97; p<0,001)
ungunstig vs. ginstig 5,83 (3,30-10,31; p<0,001) 6,26 (3,14-12,51; p<0,001)

MRD-Status ,,nach Induktion* als

kontinuierliche Variable (log) 112(0,98-1,28;p=0,11) 1,03 (0,88-1,20;p=0,77)

Alter (< vs. >60 Jahre) 1,66 (1,24-2,21; p=0,001) 2,03 (1,46-2,81; p<0,001)

Tabelle 4-5: Multivariate Hazard-Regression nach Cox fiir RFS und OS mit MRD

als einer kontinuierlichen Variable
*Zytogenetik gemal den Kriterien des MRC

4.4 Prognostische Aussagen von MRD und Zytogenetik

Um den prognostischen Einfluss des MRD-Status ,,wahrend Aplasie* naher auszuwerten,

wurden die zytogenetischen Risikogruppen separat betrachtet. In der giinstigen und der

intermediéren Risikogruppe weicht der Anteil an MRD-positiven Patienten nicht deutlich

voneinander ab. Ein héherer Anteil an MRD-positiven Patienten befand sich in der un-

gunstigen Risikogruppe (26% in der ginstigen Gruppe, 36% in der intermedidren

Gruppe, 63 % in der ungunstigen Gruppe, p=0,024).

In der gunstigen Risikogruppe waren nur 7 Patienten MRD-positiv. Diese zeigten ein

5-Jahres-RFS von 36 %, die MRD-negativen Patienten (n=20) im Gegensatz dazu ein
5-Jahres-RFS von 70% (p=0,071). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir das 5-Jahres-OS
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beobachtet werden (43% fir MRD-positive Patienten vs. 84% fur MRD-negative Pati-
enten, p=0,098).

Fur die intermediére Risikogruppe war ein positiver MRD-Status mit einem kurzeren
RFS assoziiert (5-Jahres-RFS von 15% bei positivem MRD-Status vs. 84 % bei negati-
vem MRD-Status, p=0,016). Im Hinblick auf das OS zeichnete sich eine Tendenz mit
kiirzerem Uberleben bei Patienten mit positivem MRD-Status ab (5-Jahres-OS von 35 %
vs. 49%, p=0,367).

In der unglinstigen Risikogruppe zeigte sich allerdings kein Einfluss des MRD-Status auf
die insgesamt schlechte Prognose.
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Abbildung 4-5: RFS und OS bei MRD-positivem und MRD-negativem Status in

der Gruppe mit zytogenetisch gtinstigem Risikoprofil
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Abbildung 4-6: RFS und OS bei MRD-positivem und MRD-negativem Status in

der Gruppe mit zytogenetisch intermedidarem Risiko
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Abbildung 4-7: RFS und OS bei MRD-positivem und MRD-negativem Status in

der Gruppe mit zytogenetisch ungiinstigem Risiko

4.5 Prognostische Aussagen von MRD und Molekulargenetik

Bei Patienten mit normalem Karyotyp (NK) sind molekulare Aberrationen, insbesondere
NPM1 und FLT3-ITD, h&ufig und haben eine prognostische Aussagekraft. Aufgrund des-
sen wurden beide Gruppen einzeln untersucht. Bei der NPM1-positiven Gruppe mit nor-
malem Karyotyp bestand bei positivem MRD-Status zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” ein
signifikant kirzeres RFS (5-Jahres-RFS von 13% vs. 49% bei negativem MRD-Status,
p=0,02), wohingegen sich auf das OS keine Auswirkungen zeigten (5-Jahres-OS von
34% vs. 62%, p=0,207).



Ergebnisse 45

100 - 100
B _
. = ;

5 804 | a | NK — NPMI1 mut < 80 b | NK - NPMI mut
2 2
1
o 2 MRD neg. (n=44)
£ 60 % 60
o o
g 3

-
‘S MRD neg. (n=44
@ 40+ g (rndd) E 40
€ © et
:.E [ — 3 MRD pos. (n=15)
g 20 : MRD =15 20
(= oeoeeeenene RO pos. (n215)

0 — p=0.02 09 p=0207
| T | T | T | T | T | T T T | T I T | T I T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
RFS (Monate) 0S (Monate)

Abbildung 4-8: RFS und OS bei MRD-positivem und MRD-negativem Status von

NPMZ1-positiven Patienten mit normalem Karyotyp

Fur Patienten mit normalem Karyotyp und FLT3-1TD-Mutation stellte sich &hnliches Bild
dar. Ein positiver MRD-Status ,,wéhrend Aplasie* war mit signifikant kiirzerem RFS (9%
vs. 39%, p=0,016) assoziiert, jedoch ergab sich im Hinblick auf das OS kein signifikan-
ter Unterschied (25% vs. 50%, p=0,333).
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Abbildung 4-9: RFS und OS bei positivem und negativem MRD-Status von FLT3-
ITD-positiven Patienten mit normalem Karyotyp
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4.6  Prognostische Aussagen von MRD und morphologischer Blasten-

anzahl

Bei 96 Patienten bestand zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” eine morphologische Blasten-
clearance (Anteil der Blasten von <5%). Durch den MRD-Status konnten in diesem Pa-
tientenkollektiv zwei Gruppen unterteilt werden, welche eine Signifikanz beziglich des
RFS (13% fir MRD-positive vs. 43% fir MRD-negative Patienten, p=0,003) und des
0S (29% vs. 59%, p=0,024) aufweisen.
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Abbildung 4-10: RFS und OS bei MRD-positivem und MRD-negativem Status von
Patienten mit Blastenanzahl <5% zum Zeitpunkt der ,,Aplasie*

Bei 96 Patienten war zum Zeitpunkt der ,,Aplasie* morphologisch ein Blastenanteil von
>5% nachweisbar. Durch eine Stratifizierung in MRD-Positivitat und MRD-Negativitat
wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den 34 MRD-negativen Patienten und
den 35 MRD-positiven Patienten im Hinblick auf das RFS festgestellt (13% vs. 49 %,
p=0,007). Somit kann trotz morphologischer Blastenanzahl von >5% die Prognose bei
MRD-negativem Status gut sein. Beim OS zeigte sich dahingehend eine Tendenz (30%
vs. 50%, p=0,215).
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Abbildung 4-11: RFS und OS bei MRD-positivem und MRD-negativem Status von

Patienten mit Blastenanzahl >5% zum Zeitpunkt der ,,Aplasie*

4.7 Korrelation zwischen MRD-Status ,,wahrend Aplasie* und

,;hach Induktion

Nachfolgend wurde der prognostische Einfluss des MRD-Status ,,nach Induktion® mit
dem prognostischen Einfluss des MRD-Status ,,wahrend Aplasie” anhand des Kollektivs
von 151 Patienten verglichen, bei denen zu beiden Zeitpunkten LAIP-Werte verfligbar

waren.

Interessanterweise gab es keine signifikante Korrelation zwischen dem MRD-Status

»2wahrend Aplasie” und ,,nach Induktion“ (McNemar-Test p=0,44).

MRD-Status ,,nach Induktion*

neg. pos. (= 0,3 %)
MRD-Status ,,wahrend neg. 63 (42 %) 34 (23 %)
Aplasie pos. (> 0.15 %) 27 (18 %) 27 (18 %)

Tabelle 4-6: Kreuztabelle: MRD-Status ,,wahrend Aplasie” gegeniiber MRD-Sta-

tus ,,nach Induktion*

MRD-negative Patienten zum Zeitpunkt der ,,Aplasie* hatten ungeachtet des MRD-Status
»hach Induktion® die beste Prognose. Das 5-Jahres-RFS und -OS betrugen 46% bzw.
56 % fur diejenigen, welche zu beiden Zeitpunkten MRD-negativen Status hatten, und
38% bzw. 53% fur Patienten, welche MRD-negativ ,,wahrend Aplasie”, jedoch MRD-
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positiv ,,nach Induktion* waren. Die Gruppe der zu beiden Zeitpunkten MRD-positiven
Patienten hatte die schlechteste Prognose. Diese Patienten (n=27) erlitten alle nach Er-
reichen der kompletten Remission innerhalb von 5 Jahren ein Rezidiv. Das 5-Jahres-OS
lag bei 11 %. Bei der Kohorte mit positivem MRD-Status ,,wahrend Aplasie” und negati-
vem MRD-Status ,,nach Induktion* lag die Prognose mittig mit einem 5-Jahres-RFS von
32% und einem 5-Jahres-OS von 58 %.
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Abbildung 4-12: RFS und OS aus Kombinationen des MRD-Status zu den Zeit-
punkten ,,Aplasie und ,,nach Induktion*

Wenn man den MRD-Status zu beiden Zeitpunkten in eine multivariate Analyse einbe-
zieht, behélt der MRD-Status ,,wéahrend Aplasie” als unabhéngiger Faktor neben Alter
und Zytogenetik fur das RFS seine prognostische Aussagekraft. Der MRD-Status ,,nach
Induktion* hatte allerdings keinen signifikanten Einfluss (siehe Tabelle 4-7).

Die Verbindung von positivem MRD-Status ,,wahrend Aplasie” und positivem MRD-
Status ,,nach Induktion* war kein signifikanter Risikofaktor unter Einbeziehung einer In-
teraktionsgroRe in der multivariaten Analyse (Hazard-Ratio flr die InteraktionsgréRRe 1,3
mit einem 95%-Konfidenzintervall von 0,54-2,97, p=0,58).
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Hazard-Ratio (95%-Cl, p)

RFS 0S

Verfugbarkeit des durchflusszytometrisch bestimmten MRD-Status ,,wahrend Aplasie* und
,»hach Induktion* (n=151)

Zytogenetik* p=0,008 p=0,009
intermediér vs. ginstig 1,93 (0,93-4,00; p=0,08) 3,27 (1,14-9,37; p=0,03)
ungunstig vs. ginstig 3,88 (1,62-9,32; p=0,002) 6,21 (1,90-20,31; p=0,003)

MRD-Status ,,wéhrend Aplasie®:
1,47 (0,80-2,68; p=0,21) 0,90 (0,43-1,89; p=0,78)
positiv (>0,15%) vs. negativ

MRD-Status ,,nach Induktion®:
1,23 (0,69-2,19; p=0,48) 1,14 (0,60-2,19; p=0,69)
positiv (=0,3%) vs. negativ

MRD-Status ,,wéhrend Aplasie®
(positiv vs. negativ) / MRD-Sta-
tus ,,nach Induktion* (positiv vs.
negativ)

1,27 (0,54-2,97; p=0,58) 1,68 (0,62-4,53; p=0,31)

Alter (< vs. >60 Jahre) 1,59 (1,04-2,44; p=0,03) 1,84 (1,13-3,01; p=0.01)

Tabelle 4-7: Multivariate Hazard-Regression nach Cox fur RFS und OS, ein-
schlie3lich der Interaktion von durchflusszytometrisch gemessenen MRD-Werten
,.wahrend Aplasie* und ,,nach Induktion*

*Zytogenetik gemal den Kriterien des MRC

Mittels Likelihood-Ratio-Test wurden zwei Modelle verglichen. In das Ausgangsmodell
wurden die Parameter Zytogenetik, Alter und MRD-Status ,,warhend Aplasie einge-
schlossen. Das Vergleichsmodell enthielt zusatzlich das Kriterium MRD-Status ,,nach In-
duktion®. Im Hinblick auf das RFS ergab dies keinen zusatzlichen informativen Nutzen
(-2 log likelihood von 798,8 fur das erste Modell vs. 796,7 fir das zweite Modell,
p=0,15).
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5 Diskussion

Das Risikoprofil bei erwachsenen AML-Patienten wird durch die aktuell herkdmmlichen
Klassifikationsschemata nicht optimal widergespiegelt. Nach einer Studie von Rollig et
al. besitzen 67 % der Patienten geméall der MRC- und 50% gemal der European-Leu-
kemiaNet-Klassifikation ein intermediéres Risikoprofil [49, 57, 122]. Die Entscheidung
beziiglich der optimalen Postremissionstherapie kann mit den bisherigen Einteilungen
nicht zufriedenstellend geklart werden. Nicht alle Patienten mit intermediarem Risikopro-
fil profitieren von einer alloSZT. Andererseits entwickeln etwa 40-60 % der Patienten in
der gunstigen Risikogruppe ein Rezidiv und wirden moglicherweise von einer intensive-

ren Therapie profitieren.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war es, die mittels Durchflusszytometrie bestimmte MRD
zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” unter Einbeziehung der bestehenden Risikofaktoren als
Prognosefaktor zu evaluieren. Zudem wurde die mittels Durchflusszytometrie bestimmte
MRD mit der zytomorphologisch bestimmten Blastenanzahl ,,wahrend Aplasie* und

»hach Induktion* verglichen.

5.1 Methoden der LAIP-Bestimmung

Bislang gibt es zwei verschiedene Vorgehensweisen, die durchflusszytometrisch be-
stimmte MRD zu erheben. Ein Ansatz wird als ,,different from normal“ betitelt. Da sich
die Antigene der krankhaften Blasten von denen der normalen Blutzellen unterscheiden,
werden unabhéngig von der Erstdiagnose die Proben auf das Vorhandensein von leuké-
mischen immunphanotypischen Profilen geprift [111, 112]. Das andere Konzept, wel-
ches in dieser Arbeit angewandt wurde, beruht auf einer Uberpriifung mit festgelegten
Antikdrperkombinationen zur ldentifizierung von LAIPs bei Erstdiagnose [121]. Die
nachfolgenden Messungen erfolgten unter Einsatz von patientenspezifischen Antikorper-

Panels.

In der Studie von Loken et al., in der die Methode ,,different from normal* angewandt
wurde, war der Anteil an MRD-positiven Patienten ,,nach Induktion® mit 24% im Ver-
gleich zur Methode, die in dieser Arbeit verwendet wurde, um 41 MRD-positiven Pati-
enten geringer [111]. Dies konnte auf eine geringe Sensitivitat der Methode ,,different

from normal“ hinweisen. Limitiert wird die Methode der festgelegten LAIP-Bestimmung
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hingegen durch das Auftreten von phénotypischen Shifts, wodurch bei einem Rezidiv
falsch negative MRD-Werte resultieren kénnen.

Da die leukamischen Zellen immunphanotypisch eine hohe Heterogenitat aufweisen, liel}
sich in dieser Arbeit bei 47 % der Patienten mehr als ein LAIP bestimmen. Der LAIP mit
dem hochsten Wert zum Zeitpunkt der Analyse wurde als entscheidend betrachtet und in
die Berechnungen einbezogen. In Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Rubitz et al.
[115] waren 37 % aller Patienten ,,wéhrend Aplasie* und 41 % der Patienten ,,nach Induk-
tion”“ MRD-positiv.

Anzumerken ist, dass die LAIPs mittels eines Drei-Farben-Panels ermittelt wurden. Die
neueren Studien verfligen mittlerweile ber ein Vier-Farben-Panel. Eine hohere Sensiti-
vitat kann durch ein Sechs- bis Zehn-Farben-Panel durch die Bestimmung von kleineren

Subpopulationen erreicht werden [103, 123].

5.2 Cut-off-Werte der durchflusszytometrischen MRD-Bestimmung

In den bisherigen Studien zur durchflusszytometrische MRD-Bestimmung bei der AML
variieren die Cut-off-Werte zur Definition des MRD-Status und die Zeitpunkte der Erhe-
bung [92, 95, 100, 101, 103]. Die Cut-off-Werte fiir die Definition des MRD-Status wur-
den zwischen 0,035% und 1% angesetzt, wobei in den meisten Studien ein Wert von
0,1% verwendet wird [71, 100].

In unserer Kohorte wurde der optimale Cut-off-Wert fur einen positiven MRD-Status bei
>0,15% LAIP-positiven Zellen zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” ermittelt. Ein signifikanter
Einfluss eines positiven MRD-Status auf das RFS konnte mittels einer univariaten und
einer multivariaten Analyse demonstriert werden. Ein positiver MRD-Status ,,wahrend
Aplasie” erwies sich als ein vom Alter und von der Zytogenetik unabhéngiger Risikofak-
tor. Zum Zeitpunkt ,,nach Induktion* konnte ein Cut-off-Wert von 0,3% als der optimale
Wert flr einen positiven MRD-Status eruiert werden, wodurch sich ein signifikanter Ein-

fluss auf das RFS ermitteln lief?.

Von den in Studien unterschiedlichen vorherrschenden Cut-off-Werten wurde der am
haufigsten angewandte Wert ndher betrachtet. Eine Reduktion des Cut-off-Wertes auf

0,1% é&nderte die prognostische Aussage des MRD-Status zum Zeitpunkt der ,,Aplasie*
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in unserer Kohorte nicht. Hingegen verkleinerte die Reduktion des Cut-off-Wertes zum
Zeitpunkt ,,nach Induktion* auf 0,1% den Einfluss des MRD-Status auf das Uberleben.

Die Breite an Cut-off-Werten, welche bislang in den Studien berechnet wurden, kénnte
die unterschiedlichen Messmethoden zur Bestimmung von LAIPs in den Laboren wider-
spiegeln, aber auch die unterschiedlichen Therapien konnten einen Einfluss darauf haben.
Winschenswert waren eine Standardisierung der LAIP-Bestimmung und ein universaler
Cut-off-Wert [3].

Unabhéangig von einem starren Cut-off-Wert resultierte aus den Analysen mit MRD als
kontinuierlicher Variable eine signifikante Korrelation mit dem Uberleben.

5.3 Prognostische Signifikanz des MRD-Status

Die univariate Analyse des MRD-Status zum Zeitpunkt ,,nach Induktion® erbrachte einen
signifikanten Einfluss auf das RFS. Ein bedeutenderer Faktor im Hinblick auf die Prog-
nose ist in unserem Kollektiv der MRD-Status zum Zeitpunkt der ,,Aplasie®. Es ist anzu-
nehmen, dass die durchflusszytometrisch erhobene MRD ,,wéhrend Aplasie* einen fri-
hen und sensitiven Zeitpunkt als Prognosefaktor ergibt, der durch Messungen zu spéateren
Zeitpunkten nicht in diesem Mal3e ersetzt werden kann. Diese Erkenntnis findet sich in
der Gruppe von Patienten mit zu beiden Zeitpunkten vorhandenen LAIP-Werten wieder.
Der positive MRD-Status ,,wahrend Aplasie* war in der Analyse neben dem Alter und
der Zytogenetik ein unabhangiger Risikofaktor, wohingegen ein positiver MRD-Status
zum Zeitpunkt ,nach Induktion“ keine unabhangige Variable war. Da Uberschneidungen
im Phanotyp zwischen normaler Hdmatopoese und krankhaften Blasten existieren, kénnte
die hohe Sensitivitat der durchflusszytometrischen Bestimmung des MRD-Status zum
Zeitpunkt der ,,Aplasie” auf die zu diesem Zeitpunkt niedrige Rate an sich normal rege-

nerierenden Zellen zurtickzufiihren sein.

Kurzlich konnten zwei prospektive Studien die prognostische Relevanz des durchflusszy-
tometrisch bestimmten MRD-Status bei Patienten im Alter von <60 [100] und >60 [103]
Jahren darstellen. Betrachtet wurden hierzu der Zeitpunkt ,,nach Induktion* und der an-
schlielende Verlauf. Die Studie von Freeman et al. [103] hebt hervor, dass MRD-Daten,
welche nach Induktionstherapie erfasst wurden, die informativsten sind. Auch Terwin et
al. [100] zeigen auf, dass ein friiher Zeitpunkt der MRD-Bestimmung flr die Therapie-

wahl nach Remission ausschlaggebend ist. Beide Studien favorisieren den Zeitpunkt
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»hach Induktion®. Der Bedeutung des MRD-Status zu einem friiheren Zeitpunkt wie
»>wahrend Aplasie* wurde bislang nicht an einem grof3en Patientenkollektiv untersucht.
Diese Untersuchung kdnnte jedoch bedeutend fiir eine risikoadaptierte Postremissions-

therapie sein.

Ferner wurde die Prognose der Patienten mit negativem MRD-Status ,,wahrend Aplasie®
oder ,,nach Induktion* nicht durch die Blastenanzahl oder die Zytogenetik beeinflusst.
Bezuglich der Blastenclearance hatten Kern et al. [68] einen prognostischen Einfluss der
Blastenanzahl an Tag 16 festgestellt. Unseren Patienten, welche eine Blastenanzahl von
>5% in Kombination mit einem negativen MRD-Status aufwiesen, hatten ein signifikant
besseres RFS. Somit erlaubt die Bestimmung des MRD-Status auch bei Patienten mit
prognostisch ungiinstiger hoher Blastenanzahl eine bessere Risikostratifizierung. Aller-
dings flossen in unser Kollektiv nur Patienten ein, welche eine komplette Remission er-
reicht hatten, was einen Effekt auf die prognostische Relevanz der Blastenclearance ge-
habt haben kénnte. Die Ergebnisse stimmen mit Daten zur AML bei Kindern tberein, bei
denen der zytomorphologische Blastenanzahl, neben der Erhebung der durchflusszyto-
metrisch gemessenen MRD an Tag 22 der Induktionstherapie, keinen zusétzlichen prog-
nostischen Wert hatte [114]. Ahnliche Daten, welche am Tag 15 nach Erstdiagnose kei-
nen Hinweis auf eine MRD ergaben, konnten einen prognostischen Vorteil fiir Patienten
mit ALL darlegen [124, 125]. Auch die Studie von Freeman et al. [103] konnte bei einem
kleinen Kollektiv von 21 Patienten mit einer refraktaren Blastenanzahl, jedoch negativem
MRD-Status ein besseres OS feststellen. Somit unterstiitzen mehrere Studien das Ergeb-
nis, dass der MRD-Status neben der Zytomorphologie eine zusétzliche prognostische In-

formation besitzt.

Die nach bisheriger Datenlage unterschiedlichen Cut-off-Werte zu verschiedenen Zeit-
punkten erschweren den Arzten im Alltag bislang die Nutzung und Interpretation der
MRD-Werte. Eine Herausforderung wird es sein, das MRD-Monitoring mittels Durch-
flusszytometrie und deren Gewichtung in prospektiven Studien zu standardisieren und zu
harmonisieren. Eine standardmaRige Akquirierung der Daten konnte zu einer besseren
Auswertung in einem grél3eren Patientengut verhelfen und eine Optimierung der risiko-

adaptierten Therapiewahl ermdglichen [93].
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6  Zusammenfassung

Trotz fortlaufend neuer Erkenntnisse in der Pathogenese und zielgerichteter Therapien
erleidet weiterhin ein Grof3teil der Patienten mit AML ein Rezidiv. Ausschlaggebend fir
Therapieentscheidungen nach erreichter Remission ist neben dem Patientenalter bislang
vor allem das prétherapeutische zytogenetische und molekulargenetische Risikoprofil der
Erkrankung. In den vergangenen Jahren hat das Verstandnis der prognostischen Relevanz
der Bestimmung der minimalen Resterkrankung mittels Durchflusszytometrie zugenom-
men. In dieser Arbeit wurde die Wertigkeit der durchflusszytometrisch bestimmten MRD
zu einem bislang wenig untersuchten, sehr friihen Zeitpunkt wahrend der Therapie ana-
lysiert. Fur die Analysen wurden insgesamt 344 Patienten eingeschlossen, welche nach
Behandlung gemaR dem Therapieschema der AMLCG (AML Cooperative Group) eine
komplette Remission erreicht hatten. Dabei lagen zum Zeitpunkt der “Aplasie* bei 178
Patienten und zum Zeitpunkt ,,nach Induktion* bei 317 Patienten MRD-Werte vor. Mit-
tels Hazard-Regression nach Cox konnten Cut-off-Werte fur die durchflusszytometrisch
erhobenen Messungen zu den beiden Zeitpunkten bestimmt werden. Zum Zeitpunkt der
»Aplasie wurde bei 178 Patienten ein Cut-off-Wert von 0,15% und ,,nach Induktion®
bei 317 Patienten ein Cut-off-Wert von 0,3% bestimmt und anhand dieser Werte ein
MRD-Status definiert. Ein positiver MRD-Status ,,wahrend Aplasie* war mit einem kur-
zeren rezidivfreien Uberleben vergesellschaftet (5-Jahres-RFS von 16% vs. 43%,
p<0,001), welches unabhdngig vom Alter (Hazard-Ratio von 1,81; p=0,003) und den
zytogenetischen Risikogruppen (Hazard-Ratio von 1,71; p=0,009) war. Die Prognose
von Patienten mit negativem MRD-Status zum Zeitpunkt der ,,Aplasie” wurde weder von
der zytomorphologisch quantifizierten Blastenanzahl ,wahrend Aplasie* noch vom
MRD-Status ,,nach Induktion® beeinflusst. Innerhalb der groRen Gruppe der Patienten
mit zytogenetisch intermediarem Risikoprofil, fur die bislang kein Konsens Gber die op-
timale Postremissionstherapie vorliegt, war die MRD-Bestimmung mittels Durchflusszy-
tometrie ebenfalls relevant (5-Jahres-RFS von 15% vs. 37%, p=0,016), wie auch bei
Patienten mit normalem Karyotyp und NPM1-Mutationen (5-Jahres-RFS von 13% vs.
49%, p=0,02) und bei FLT3-1TD-positiven Patienten (5-Jahres-RFS von 9% vs. 44 %,
p=0,016). Unsere Ergebnisse zeigen, dass die durchflusszytometrische MRD-Bestim-
mung zum Zeitpunkt der ,,Aplasie* zusatzliche prognostische Informationen liefert, die
maoglicherweise zur Entscheidung ber die optimale Therapie beitragen kénnen.
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