Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il
Klinikum der Universitat Munchen
Direktor: Professor Dr. med. Wolfgang Hiddemann

Genetik der akuten myeloischen Leukamie:
Bedeutung fur Pathogenese, Prognose und Therapie

vorgelegt von Dr. med. Klaus H. Metzeler






Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik 111
Klinikum der Universitat Munchen
Direktor: Professor Dr. med. Wolfgang Hiddemann

Genetik der akuten myeloischen Leukamie:
Bedeutung fur Pathogenese, Prognose und Therapie

vorgelegt von Dr. med. Klaus H. Metzeler
Januar 2017



1 EINFUHRUNG ...ttt sasssssss s sassss st ssssssssasssssssssssssnssssssnes 5
2 GENEXPRESSIONSPROFILE BEI DER AML.......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiniinniinnnssssssssssssssssssss s 9
2.1 HINTERGRUND ....cttiiiiiiiiiie sttt 9
2.2 EIGENE WISSENSCHAFTLICHE BEITRAGE .....cuvviiiiiiiiiiici ittt 9
2.2.1 Entwicklung einer prognostischen Genexpressions-Signatur fiir Patienten mit
zytogenetisCh NOrMQAIEr AML ...........cooueeeeiuieeeieeeeee ettt 9
2.2.2 Expressionsmessungen einzelner Gene als prognostische Marker bei der AML ....... 13
2.3 DISKUSSION UND AUSBLICK ... ttttttttueeeetttiuuiaseeeetneriseesseeuntesseessemssnsesseemssnnseesssmmmannseesenes 17
3 GENMUTATIONEN IN EPIGENETISCHEN REGULATOREN ALS PROGNOSEFAKTOREN
UND THERAPEUTISCHE ZIELSTRUKTUREN BEI DER AML ......ccccveiieeiiieninennneennennns 19
3.1 HINTERGRUND ....cttiiiiiiiiiie sttt sab s s s aba e naes 19
3.2 EIGENE WISSENSCHAFTLICHE BEITRAGE ....ccouviiiiiiiiiiiiii ittt 22
3.2.1 Prognostische Bedeutung von Mutationen in den epigenetischen Regulator-Genen
TET2 und ASXL1 bei de novo AML mit normalem Karyotyp........ccccccceeeeeeeeccecvvvvnnnnn. 22

3.2.2 Mutationen in IDH1, IDH2 und DNMT3A als prognostische und prédiktive Marker. 25
3.2.3 Weitere Arbeiten zu molekularen Risikofaktoren bei der AML ...............cccuveveeannnn. 29

3.24 Die komplexe genetische Landschaft der AML und ihre Bedeutung fiir den

klinischen Verlauf der Erkrankung ..................cceeeeeeeeeviuvveeiieeseeeeeesccciseveaasaaaeeeesssinns 30

3.3 DISKUSSION UND AUSBLICK ...ttt ttttutueeeetttiuiiaeseeetuesaseeeeesunnasseesssmssnnsesssemmmsnseesssmmmnsseesenes 36

4 AKTUELLE ENTWICKLUNG UND ZUKUNFTIGE PERSPEKTIVEN........cccvvuerrerruerennnen 37
5 0 Y X LUV 40
6 LITERATURVERZEICHNIS ...ttt 41
ANHANG I: AKTUELLER LEBENSLAUF.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis i sss s sss s ssssss s ss s s s s s sss s #
ANHANG II: VERZEICHNIS DER EIGENEN WISSENSCHAFTLICHEN VEROFFENTLICHUNGEN........ 50
ANHANG Ill: VERZEICHNIS DER BISHER ABGEHALTENEN LEHRVERANSTALTUNGEN .........cccu... #
ANHANG IV: EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnssnsssnsssssssssssssssssssssssssenns 60
ANHANG V: SONDERDRUCKE EIGENER WISSENSCHAFTLICHER VEROFFENTLICHUNGEN............ #

# Diese Anhédnge sind nur in der gedruckten, nicht aber in der elektronischen Form der
Habilitationsschrift enthalten.



1 EINFUHRUNG

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine auf vielen Ebenen heterogene
Erkrankung: Aufgrund des mikroskopischen Erscheinungsbildes der neoplastischen
Zellen wurden 1976 in der French-American-British (FAB)-Klassifikation unterschiedliche
morphologische Subtypen definiert (Bennet 1976). Diese Klassifikation fand weltweite
Anwendung, jedoch zeigte sich, dass die derart definierten Untergruppen der
Erkrankung keine zuverlassigen Ruckschlisse auf das Therapieansprechen und den
Erkrankungsverlauf erlauben. Zur selben Zeit wurde die Methodik der
Chromosomenanalyse (zytogenetische Untersuchung) entwickelt, und es gelang,
chromosomale Veranderungen nachzuweisen, die rekurrent bei der AML auftreten und
deswegen wahrscheinlich kausal mit der Krankheitsentstehung verknipft sind
(Abbildung 1) (Rowley, 1973; Rowley & La Chapelle, 1978).

Abbildung 1: Die chromosomale
Translokation zwischen den langen
Armen der Chromosomen 8 und 21
o [Pfeile: (8;21)(q22;922)], die im Jahr
§ %f 1972 von Janet D. Rowley als erste
112 rekurrente genetische Verdnderung
w bei der AML identifiziert wurde.
| 88 Kurze Zeit spater wurde, ebenfalls

18 durch Janet Rowley, auch das

s e Philadelphia-Chromosom bei der CML
%s& %ﬁ?ﬁ %Z& als Ergebnis einer  Translokation
X . 4(9;22)(q34:q11) aufgeklart. Abbildung

aus Rowley 1973.

Relativ frih zeigten diese Untersuchungen, dass es einen starken Zusammenhang
zwischen bestimmten zytogenetischen Veranderungen und dem Ansprechen der
Erkrankung auf eine Chemotherapie gibt (Rowley & La Chapelle, 1978; Arthur et al.,
1989; Byrd et al., 2002).

Durch die zytogenetische Untersuchung kdnnen bei etwa der Halfte aller erwachsenen
AML-Patienten mikroskopisch sichtbare, numerische oder strukturelle
Chromsomenveranderungen nachgewiesen werden. Die andere Halfte der Patienten
zeigt hingegen einen normalen Karyotyp. Ermdglicht durch die Weiterentwicklung
molekulargenetischer Methoden wurden in den frihen 1990er Jahren Gene identifiziert,
die bei AML-Patienten wiederkehrend von DNA-Sequenzmutationen betroffen sind
(Abbildung 2). Auch hier konnte in den folgenden Jahren nachwiesen werden, dass der

Mutationsstatus bestimmter Gene mit einer ginstigen oder ungunstigen Prognose
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assoziiert ist. Insbesondere innerhalb der Gruppe der Patienten mit normalem
zytogenetischen Befund zeigte sich, dass Mutationen in NPM1 oder CEBPA
prognostisch gunstig sind, wahrend interne Tandem-Duplikationen im FLT3-Gen (FLT3-
ITD) mit einer erhéhten Rezidivwahrscheinlichkeit und kiirzerem Uberleben einhergehen
(Thiede et al., 2002; Schnittger et al., 2005; Marcucci et al., 2008; Dufour et al., 2010).

Allerdings zeigten etwa ein Viertel der AML-Patienten mit normalem Karyotyp auch keine
der genannten Genmutationen, so dass die molekularen Ursachen der
Krankheitsentstehung bei diesen Patienten unklar blieben. Durch die Entwicklung von
Hochdurchsatz-Sequenziertechniken (next generation sequencing) wurde es vor etwa 10
Jahren erstmals mdglich, das gesamte Genom einer Tumorzellpopulation (whole
genome sequencing) oder dessen proteinkodierende Anteile (whole exome sequencing)
mit vertretbarem Aufwand zu sequenzieren. Dadurch konnten erstmals nicht mehr nur
einzelne, im Voraus ausgewahlte Kandidaten-Gene auf Mutationen untersucht werden,
sondern es konnte genomweit nach neuen tumorassoziierten Veranderungen gefahndet
werden. Die AML war dabei die erste Entitat, bei der ein Tumorgenom mittels dieser
Technologie komplett sequenziert wurde (Ley et al., 2008). In der Folge wurden rasch
eine Reihe von rekurrenten Mutationen identifiziert, die bei einem erheblichen

Protzentsatz der erwachsenen AML-Patienten vorkommen (Abbildung 2).

FLT3-ITD
MLL-PTD
MYST3-CREBBP
NPM1-MLF1
NUP98-HOXA9
PICALM-MLLT10
wr1
FUS-ERG BCOR
MLL-ELL GATA2
RUNX1-MECOM SF3B1
CBFB-MYH11 SRSF2
MLL-MLLT3 U2AF1 DDX41
MLL-MLLT4 PTPN11 ZRSR2 |GATA2/MECOM
NF1 CEBPA DNMT3A |ASXL2
DEK-NUP214 FLT3-TKD EZH2 STAG1
MLL-MLLT1 NUP98-NSD1 IDH2 |RAD21
KRAS RUNX1-RUNX1T1 RUNX1 ASXL1 |SMCIA
NRAS PML-RARA KIT CBL |IDH1 SMC3
BCR-ABL TP53 MLL-MLLT10 NPM1 TET2 STAG2
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Entdeckung rekurrenter genetischer Verinderungen
bei der AML in den letzten 30 Jahren. Abbildung aus Grimwade et al., 2016.

Gleichzeitig wurde durch diese immer umfassenderen Untersuchungen aber auch die
grole Heterogenitat deutlich, die dem Krankheitsbild AML auf genetischer Ebene
zugrunde liegt. Diese Heterogenitat zeigt sich einerseits auf inter-individueller Ebene: Im

Median werden bei AML-Patienten 13 nicht-synonyme Mutationen in protein-
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kodierenden Sequenzen des Genoms gefunden (Cancer Genome Atlas Research
Network, 2013). Etwa die Halfte dieser Mutationen entfallt dabei auf Gene, von denen
heute bekannt ist, dass sie bei der AML rekurrent von Veranderungen betroffen sind.
Darunter lasst sich eine kleine Gruppe von etwa 10 Genen definieren, die bei in 10%
oder mehr aller AML-Patienten mutiert sind (Papaemmanuil et al., 2016; Metzeler et al.,
2016). Daruber hinaus findet sich aber eine lange Reihe von Genen, die jeweils nur in
einem sehr kleinen Anteil aller AML-Patienten mutiert sind. Daraus ergibt sich eine
extrem hohe Anzahl méglicher Kombinationen von Mutationen, so dass jeder einzelne
Patient ein hochgradig individuelles Mutationsmuster aufweist. Zwar sind sehr
wahrscheinlich nicht alle in der Tumorzell-Population somatisch erworbenen Mutationen
auch funktionell relevant (sog. ,Driver-Mutationen®), sondern manche Veranderungen
Uben nur einen geringen oder gar keinen biologischen Effekt aus (sog. ,Passenger-
Mutationen®). Andererseits ist es mdglich, dass die Auswirkungen einzelner Mutationen
durch andere, koexistierende Veranderungen moduliert werden. Daher sind
Untersuchungen sehr groRBer Patientenkohorten nétig, um die biologische und
prognostische Relevanz verschiedener Kombinationen von Mutationen aufzuklaren

(Papaemmanuil et al., 2016).

Clonal fractions at initial diagnosis Day 170 First relapse
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Abbildung 3: Beispielhafte schematische Darstellung klonaler Heterogenitat und
genetischer Evolution bei einem AML-Patienten. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung setzt
sich die Tumorzellpopulationen aus mehreren, genetisch unterscheidbaren Subklonen
zusammen. Wahrend der Therapie kommt es zu einer Elimination mancher Klone, wahrend
andere Klone wahrend der Phase der klinischen Remission unterhalb der morphologischen
Nachweisgrenze persistieren (,minimal residual disease®). Das Krankheitsrezidiv geht im hier
gezeigte Fall von einem Klon aus, der zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nur einen kleinen Anteil
der Leukdmiezellen umfasst hatte (orange). AuRerdem hat der im Rezidiv vorherrschende Klon
(rot) noch zusétzliche Mutationen hinzugewonnen. Daten und Abbildung aus Ding et al, 2012.



Uber diese interindividuelle Diversitat hinaus zeigten genomweite Analysen, dass auch
innerhalb des einzelnen Patienten die AML keine streng monoklonale, genetisch
homogene Erkrankung ist. Vielmehr zeigen die Allel-Haufigkeiten der verschiedenen bei
AML-Patienten gefundenen Mutationen, dass haufig mehrere genetisch verwandte Klone
parallel existieren (klonale Heterogenitat; Abbildung 3). Diese Populationen sind
Uberdies nicht statisch, sondern koénnen sich Uber den Erkrankungsverlauf hinweg
weiterentwickeln. Durch eine antileukdmische Therapie wird ein Selektionsdruck auf die
unterschiedlichen Klone ausgelbt, der zur klonalen Evolution der Erkrankung und zu
einer Auslese therapie-refraktarer Subklone beitragen kann (Ding et al., 2012; Landau et
al., 2014).

Trotz dieser herausfordernden Komplexitat eréffnen genetische Untersuchungen akuter
Leukdmien, und insbesondere translationale Untersuchungen an gro3en und gut
charakterisierten Patientenkohorten, auch viele neue Perspektiven (Ubersicht bei
Grimwade et al., 2016): Genetische Veranderungen kdnnen als prognostische Marker
dienen und dazu beitragen, Patienten besser Uber das Risiko lhrer Erkrankung zu
informieren. Ein verwandtes, wichtiges Ziel ist die Etablierung pradiktiver Marker, die
Auskunft Uber die Erfolgswahrscheinlichkeit einer bestimmten Therapie geben und so
zur Auswahl der optimalen Behandlungsstrategie beitragen kdnnen. Wahrend und nach
der Therapie kénnen Genmutationen zum Monitoring des Erkrankungsverlaufes und
zum sensitiven Nachweis einer minimalen Resterkrankung unterhalb der
morphologischen Nachweisgrenze (minimal residual disease, MRD) genutzt werden, um
so ein drohendes Rezidiv der Erkrankung friihzeitig zu erkennen. Auch hier besteht tGber
die rein prognostische Aussage hinaus die Hoffnung, bei solchen Patienten durch den
gezielten und frihzeitigen Einsatz praemptiver Therapien das Auftreten eines klinischen
Rezidivs vermeiden zu kdénnen. Durch eine genetische Charakterisierung der
Erkrankung in verschiedenen Stadien (z.B. vor Therapie und im Rezidiv) kénnen zudem
genetische Veranderungen identifiziert werden, die mit einer Resistenz gegeniber den
eingesetzten Behandlungsstrategien assoziiert sind. Es besteht die Hoffnung, dass
solche Daten eine Grundlage flr die funktionelle Aufklarung von Resistenzmechanismen

und, darauf aufbauend, fur die Entwicklung von effektiveren Therapiestrategien bilden.



2 GENEXPRESSIONSPROFILE BEI DER AML

2.1 Hintergrund

Wie einleitend geschildert, stellte die Entwicklung von Hochdurchsatz-Methoden
(sogenannte ,Omics“-Technologien wie Transcriptomics, Genomics, Epigenomics,
Proteomics) einen bedeutenden Fortschritt in der Untersuchung der genetischen und
zellbiologischen Grundlagen der Leukadmieentstehung dar. Eine der ersten dieser
Hochdurchsatz-Methoden, die in die klinisch-translationale Leukdmieforschung Eingang
fand, war die simultane Messung der Expression einer Vielzahl von Genen mithilfe von
Microarrays. Diese vor mittlerweile etwa 20 Jahren entwickelte Technologie erméglichte
es zum ersten Mal, einen (nach damaligem Wissensstand) ,globalen* Uberblick tiber die
Aktivitat der einzelnen Gene des Genoms zu erhalten. Zu dieser Zeit war das verfiigbare
Wissen Uber genetische Veradnderungen bei der AML auf zytogenetisch erkennbare
Chromosomenveranderungen und Punktmutationen in wenigen einzelnen Genen, wie
NRAS, RUNX1 oder FLT3 beschrankt. Wahrend viele der an der Leukdmieentstehung
beteiligten genetischen Veranderungen noch unbekannt waren, ermdoglichten
Genexpressions-Analysen es zunachst, die Konsequenzen dieser Mutationen auf der
Ebene der Genexpression und die daraus resultierende Heterogenitat der Erkrankung zu
erfassen (Valk et al., 2004; Bullinger et al., 2004).

2.2 Eigene wissenschaftliche Beitrage

2.21 Entwicklung einer prognostischen Genexpressions-Signatur fiir Patienten
mit zytogenetisch normaler AML

Ausgewahlte eigene Publikationen:

o Metzeler KH et al: An 86-probe-set gene-expression signature predicts survival in
cytogenetically normal acute myeloid leukemia. Blood 2008; 112(10):4193-4201

o Eppert K et al: Stem cell gene expression programs influence clinical outcome in
human leukemia. Nature Medicine 2011; 17(9):1086—1093.

e Metzeler KH et al: A stem cell-like gene expression signature associates with
inferior outcomes and a distinct microRNA expression profile in adults with
primary cytogenetically normal acute myeloid leukemia. Leukemia 2013;
27(10):2023-2031.

e Ng SW et al: A 17-Gene Stemness Score for Rapid Determination of Risk in
Acute Leukemia. Nature 2016; doi:10.1038/nature20598 (published online 07
December 2016)



Wir konnten in unseren eigenen Arbeiten eine Kohorte von Patienten untersuchen, die in
klinischen Studien der Acute Myeloid Leukemia Cooperative Group (AMLCG) behandelt
worden waren. Von diesen Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
mononukleare Zellen aus dem Blut oder Knochenmark isoliert, und deren
Geneexpression mittels Affymetrix HG-U133 Microarrays untersucht worden. Wir stellten
die Frage, ob diese Genexpressions-Daten einen Beitrag zu einer verbesserten
Risikoabschatzung fur Patienten mit akuter myeloischer Leukadmie leisten kdnnen
(Metzeler et al., 2008). Dazu untersuchten wir eine Kohorte von 163 Patienten mit
normalem Karyotyp (zytogenetisch normale oder ,CN-“AML). Aus den uber 44.000
Genexpressions-Messwerten (,probe sets), die mittels der Microarray-Analyse fir jeden
Patienten bestimmt wurden, konnten wir mittels ,supervised principal component
analysis“ 86 Sonden identifizieren, die jeweils eine starke statistische Assoziation mit
dem Gesamtuberleben der Patienten zeigten. Diese 86 ,probe sets“ reprasentierten die
Expression von 66 unterschiedlichen Genen. Aus der gewichteten Summe der
Expressionswerten dieser 86 probe sets wurde dann ein numerischer Score abgeleitet.
Die Auswahl der verwendeten probe sets und ihrer Gewichtung erfolgte strikt innerhalb
des 163 Patienten umfassenden Trainings-Datensatzes. Anschlielend untersuchten wir
in zwei weiteren, unabhangigen AML-Patientenkohorten, ob der so entwickelte
Prognosescore auch hier eine Assoziation mit dem Uberleben der Patienten zeigte. Fir
diese Validierung betrachteten wir einerseits eine 79 Patienten umfassenden Stichprobe
aus der AMLCG-1999 Studie, als auch eine Gruppe von 64 CN-AML-Patienten, die in
Studien der amerikanischen Cancer and Leukemia Group B (CALGB) behandelt worden
waren. In beiden Validierungskohorten zeigt der Genexpressions-basierte Score eine
hochsignifikante Assoziation mit allen betrachteten Endpunkten (Gesamtiberleben,
ereignisfreies Uberleben und Gesamtiiberleben) (Abbildung 4).

1.0 1 Abbildung 4: Gesamtiiberleben von Patienten

os mit zytogenetisch normaler AML, die anhand

eines auf Gen-Expressionsdaten basierenden

Low gene expression score . . .

n=38 Prognose-Scores in zwei Gruppen unterteilt

wurden. Gezeigt ist die Untersuchung einer

| unabhéangigen Validierungs-Kohorte von AMLCG-

o a ) ) Studienpatienten, welche nicht fiir die Etablierung

= High gene expression score . . ;

oz 4 R SRS n=26 der Signatur herangezogen wurden. Patienten mit

' B i einem Uberdurchschnittich hohen Wert des

Prognose-Scores zeigten ein signifikant kirzeres

‘ T T T Gesamtiberleben  (P<.001).  Abbildung aus
°© 12 24 3% 4 60 72 8 |Metzeler et al. 2008.

months

0.8

=
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I
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In einer multivariaten Analyse konnte zudem gezeigt werden, dass der mittels
Genexpressions-Analyse bestimmte Score auch nach Adjustierung flr weitere damals
bekannte Risikofaktoren (Alter, NPM1- und FLT3-Mutationsstatus) signifikant mit dem
Gesamtuberleben korrelierte. Zum Zeitpunkt der Veréffentlichung handelte es sich bei
dieser Arbeit um die erste Genexpressions-Signatur, die speziell mit dem Ziel der
verbesserten Risikostratifizierung bei der AML entwickelt und hierzu an mehreren

unterschiedlichen Patientenkohorten validiert worden war.

Genexpressionsprofile bilden die Aktivitdt zahlreicher zelluldrer Signalwege ab und
erlauben dadurch einen Einblick in funktionelle Charakteristika der vorherrschenden
Zellpopulation in den untersuchten Proben. Der zur Entwicklung der prognostischen
Signatur erstellte umfangreiche Datensatz aus Microarray-Messungen und klinischen
Informationen wurde unter diesem Gesichtspunkt in mehreren Folgeprojekten weiter
untersucht. In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. John Dick in Toronto
untersuchten wir beispielsweise die klinische Relevanz einer stammzell-assoziierten
Genexpressions-Signatur (Eppert et al., 2011). Unsere Kooperationspartner hatten
mittels Zellsortierung, basierend auf der Expression der Oberflaichenmarker CD34 und
CD38, unterschiedliche Subpopulationen von AML-Zellen aus Patientenproben isoliert.
AnschlieRend wurden diese verschiedenen Zellpopulationen einzeln in immundefiziente
Mause transplantiert. Durch die Analyse von 16 verschiedenen Patientenproben zeigte
sich, dass leukdmische Stammzellen (leukemic stem cells, LSCs), die fur das
Anwachsen des Transplantates in diesem System erforderlich sind, in unterschiedlichen
Subpopulationen vorkommen kénnen. Die grofdte LSC-Haufigkeit fand sich dabei in der
CD34+/CD38- Fraktion. Die verschiedenen, sortierten Zellfraktionen wurden parallel zu
den Transplantations-Experimenten auch mittels Microarrays untersucht. Durch einen
Vergleich der Fraktionen mit und ohne nachweisbare LSC-Aktivitat (das hei3t mit bzw.
ohne Anwachsen im Xenograft-Experiment) wurde eine Signatur von 42 LSC-
assoziierten Genen definiert (sog. ,LSC-related“ oder LSC-R-Signatur). Die in dieser
Signatur enthaltenen Gene zeigten eine relativ hohe Expression in Zellfraktionen mit

funktionell definierter Stammzellaktivitat.

In unserer AMLCG CN-AML Patientenkohorte konnten wir sodann nachweisen, dass
eine hohe Expression dieser stammzellassoziierten Gene mit einer unglnstigen
Prognose der Patienten einherging (Abbildung 5). Die prognostische Relevanz dieser
Gen-Signatur wurde anschlieBRend auch in einer unabhangigen CN-AML-
Patientenkohorte der US-amerikanischen Studiengruppe CALGB nochmals bestatigt. In

dieser zweiten Kohorte konnten wir auRerdem in multivariaten Analysen zeigen, dass
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diese Genexpressions-Signatur auch nach Adjustierung fir andere bekannte
Risikofaktoren wie Alter, Zytogenetik und Genmutationen zur Prognoseabschatzung
hinsichtlich Remissionsrate, rezidivfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben beitragen
kann (Metzeler et al., 2013).

Abbildung 5: Expression von Genen, die
mit einem Leukadmie-Stammzell-Phénotyp
assoziiert sind (,LSC-R“-Gensignatur),
und Gesamtiberleben bei der AML.
AMLCG-Studienpatienten mit zytogenetisch
normaler AML wurden anhand der
Expression von 42 LSC-assoziierten Genen
in zwei Gruppen unterteilt. Patienten mit
hoher Expression der in der sog. LSC-R-
Signatur enthaltenen Gene (rot) zeigten im
Vergleich zu Patienten mit niedriger LSC-R-

LSC-R signature

: Log-rank test P = 5.2 x 107°
0.81 HR =2.4 (1.6-3.6)

Overall survival

01 : ’ . , . Expression  (schwarz) ein  signifikant
0 500 1,000 1,500 2,000 2,500 schlechteres Gesamtlberleben (P<.001).
Time (d) Abbildung aus Eppert et al. 2011.

Durch unsere Kooperationspartner an der University of Toronto wurde inzwischen aus
der urspringlichen stammzell-assoziierten Genexpressionssignatur mittels ,sparse
regression analysis” ein weiterer, aus nur noch 17 Genen bestehender Expressions-
Score (LSC-17) abgeleitet. Dieser Score wurde mit dem Ziel entwickelt, auch in der
Klinik zur Risikoabschatzung einsetzbar zu sein. Er fasst deswegen speziell die
Expression derjenigen Gene zusammen, die einen besonders engen Zusammenhang
mit den klinischen Therapieergebnissen zeigen. Fir den LSC-17 score wurde in 5
verschiedenen Patientenkollektiven verschiedener Studiengruppen, darunter unsere
eigene AMLCG-Kohorte, eine Assoziation mit dem Gesamtlberleben gezeigt (Ng SW et
al., 2016).
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2.2.2 Expressionsmessungen einzelner Gene als prognostische Marker bei der
AML

Ausgewahlte eigene Publikationen:

o Metzeler KH et al.: ERG expression is an independent prognostic factor and
allows refined risk stratification in cytogenetically normal acute myeloid leukemia:
A comprehensive analysis of ERG, MN1 and BAALC transcript levels using
oligonucleotide microarrays. J Clin Oncol. 2009; 27(30):5031-5038.

o Metzeler KH, Heilmeier B et al.: High expression of lymphoid enhancer-binding
factor-1 (LEF1) is a novel favorable prognostic factor in cytogenetically normal
acute myeloid leukemia. Blood. 2012; 120(10):2118-2126.

Unsere oben dargestellten retrospektiven Untersuchungen konnten klar belegen, dass
Expressions-Signaturen, die eine mehr oder weniger groRe Zahl von Genen umfassen,
starke prognostische Marker bei der AML sein kdnnen. Die praktische Umsetzung dieser
Erkenntnisse in klinisch nutzbare Testverfahren gestaltete sich jedoch problematisch.
Die Grinde hierflr liegen unter anderem in den ausgepragten Batch-Effekten der
Microarray-basierten Messverfahren, die eine Standardisierung der Analysen zwischen
verschiedenen Labors und eine prospektive Nutzung erschweren. Unter anderem aus
diesem Grund wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht, ob auch die
Expression einzelner Gene als prognostischer Marker bei der AML genutzt werden kann.
Solche Expressionsanalysen auf Basis einer quantitativen Polymerase-Kettenreaktion
(gPCR) waren grundsatzlich fur alle AML-Patienten anwendbar. Sie bieten gegenuber
der Mutationsanalyse einer begrenzten Anzahl von Genen den konzeptionellen Vorteil,
dass die Expression bestimmter Gene ein Surrogatparameter fir die Aktivierung
bestimmter, pathogenetisch relevanter zellularer Signalwege sein kann. Die Messung
der Genexpression kdénnte somit als funktioneller Parameter einen Ruickschluss auf den
Krankheits-Phanotyp und die Prognose erlauben — und zwar ohne dass die genetischen
oder epigenetischen Veranderungen, die auf Ebene der DNA zur Aktivierung dieser
Signalwege fuhren, im Einzelnen bekannt sein mussen. Vor diesem theoretischen
Hintergrund wurden unter anderem von der Arbeitsgruppe um Guido Marcucci und Clara
D. Bloomfield an der Ohio State University mehrere Gene identifiziert, deren hohe
Expression mit kurzem Uberleben von Patienten mit normalem Karyotyp einher geht
(Baldus et al., 2003; Marcucci et al., 2005; 2007; Langer et al., 2008; 2009). Der von uns
etablierte Microarray-Datensatz ermdglichte es uns, diese Zusammenhange an unserem
eigenen Kollektiv von insgesamt 210 CN-AML-Patienten zu validieren (Metzeler et al.,
2009). Basierend auf den zuvor publizierten Arbeiten der Arbeitsgruppe in Ohio wurde

als Schwellenwert, der eine hohe Genexpression definiert (,cut-off), fur BAALC und
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MN1 der Median und fir ERG die 75. Perzentile gewahlt. Wir konnten in unserer
Untersuchung bestatigen, dass eine hohe Expression der Gene BAALC, ERG und MN1
jeweils signifikant mit einer niedrigeren Remissionsrate und einem verkulrzten

Gesamtuberleben einhergeht (Abbildung 6)
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Abbildung 6: Gesamtiiberleben von Patienten mit zytogenetisch normaler AML in
Abhéangigkeit von der Expression einzelner Gene. Eine hohe Expression von BAALC
(oberhalb des Medians, Diagramm A), ERG (oberhalb der 75. Perzentile, Diagramm B)
oder MN1 (oberhalb des Medians, Diagramm C) war jeweils mit einem Kkirzeren
Gesamtiuberleben assoziiert.

Im Gegensatz zu den zuvor hierzu publizierten Arbeiten umfasste unsere Kohorte nicht
nur relativ junge (<60 Jahre) sondern auch altere (=260 Jahre) Patienten, die alle in
derselben Phase-3-Studie der AMLCG-Studiengruppe behandelt worden waren.
Aulerdem erlaubten die Microarray-Messungen uns, die Expression und prognostische
Relevanz aller drei Gene vergleichend zu beurteilen. In paarweisen Vergleichen zeigte
sich, dass die Expression von BAALC, ERG und MN1 stark miteinander korreliert, so
dass die mittels dieser Marker identifizierten Hochrisiko-Patientengruppen grol3e
Uberlappungen aufwiesen. In multivariaten Analysen fanden wir, dass in einem Modell
fur das Gesamtiberleben letztlich nur die hohe Expression von ERG sowie das Alter, der
FLT3-ITD-Mutationsstatus und einen niedrige Thrombozytenzahl als signifikante
Variablen mit einem kirzeren Uberleben einhergingen. In dieser Arbeit konnten wir somit
zeigen, dass die Messung der Expression einzelner Gene gemeinsam mit den zu
diesem Zeitpunkt bekannten Gen-Mutationen zu einer genaueren Risikostratifizierung

bei der AML beitragen konnte.

Einschréankend ist zu dieser Arbeit anzumerken, dass wir lediglich eine statistische
Assoziation zwischen Genexpression und Uberleben, aber keinen funktionellen
Zusammenhang zwischen der Expression von ERG oder anderen Genen und einem

besonders aggressiven oder therapie-resistenten Leukamie-Phanotyp nachweisen
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konnten. Es ist denkbar, dass die Expression dieser Gene lediglich ein Epiphanomen
oder Surrogatparameter fir andere, unbekannte genetische Veranderungen ist, welche
ihrerseits kausal an der Krankheitsentwicklung beteiligt sind. Die Mechanismen, die
speziell die Expression des Transkriptionsfaktors ERG mit dem AML-Phanotyp
verknupfen, wurden deshalb im Rahmen einer Kooperation durch die Arbeitsgruppen um
Brian Huntley (Cambridge) und John Pimanda (Sydney) noch weiter untersucht. Zu
diesem Projekt konnten wir wiederum unseren klinisch umfassend annotierten
Genexpressions-Datensatz beitragen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die ERG-
Expression in AML-Blasten durch eine ,Heptade“ von Transkriptionsfaktoren gesteuert
wird (SCL, LYL1, LMO2, GATA2, RUNX1, FLI1 und ERG selbst). Dieselben
Transkriptionsfaktoren sind auch an der Genregulation in hdmatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen beteiligt. Passend dazu wiesen AML-Patientenproben mit starker
Aktivierung des ERG-Promoters global gesehen ein ,stammzell-dhnliches®,
undifferenziertes Genexpressionsprofil auf. Die Expression eines solchen stammzell-
ahnlichen Expressionsprofils war in unserer Patientenkohorte wiederum mit einem
kirzeren Gesamtuberleben von CN-AML-Patienten assoziiert (Diffner et al., 2013).
Hiermit schlielt sich somit der Kreis zu den zuvor beschriebenen LSC-Gensignaturen,
die anhand funktionell charakterisierter Stammzellpopulationen im NSG-Xenograft
Modell etabliert wurden. Insgesamt ist aus diesen Ergebnissen abzuleiten, dass ein
undifferenziertes, stammzell-dhnliches Transkriptom der AML-Blasten offenbar mit

einem klinisch aggressiveren Verlauf der Erkrankung einhergeht.

Neben der Validierung der prognostischen Relevanz von Genen wie ERG, die bereits
von anderen Gruppen als Prognosefaktoren beschrieben waren, konnten wir ausgehend
von funktionellen Untersuchungen aus unserer eigenen Arbeitsgruppe auch neue Risiko-
Marker entdecken. In einem an unserer Klinik durchgefiihrten Grundlagenprojekt war
gezeigt worden, dass eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors Lef-1 in murinen
hamatopoetischen Zellen zur Entwicklung akuter lymphatischer und myeloischer
Leukamien fuhrt. Auch in einem Teil der untersuchten AML-Patientenproben fand sich
eine hohe LEF1-Expression (Petropoulos et al., 2008). Ausgehend von diesen Daten
untersuchten wir die Expression von LEF1 in unserer Kohorte von 210 CN-AML-
Patienten und fanden, dass eine mittels Microarrays gemessene hohe Genexpression
mit einem vergleichsweise ginstigen rezidivfreien Uberleben und Gesamtiberleben
assoziiert war (Metzeler et al., 2012a). Diese Ergebnisse konnten in Zusammenarbeit mit
der AMLSG-Studiengruppe an einer unabhangigen Patientenkohorte validiert werden. In
einem multivariaten Modell, in dem auch die Expression von BAALC, MN1, ERG und
EVI1 sowie Mutationen in NPM1, FLT3, CEBPA, IDH1, IDH2 und MLL und klinische
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Risikofaktoren als Kovariablen betrachtet wurden, behielt die Expression von LEF1 als
einziger der verschiedenen Expressions-Marker einen signifikanten Zusammenhang mit
dem Gesamtiiberleben. Diese Ergebnisse basierten jedoch wiederum auf Messungen
der Genexpression mittels Microarray-Technologie, mit den bereits genannten
Einschrankungen hinsichtlich einer moglichen Translation in die klinische Praxis.
Deswegen wurde in unserer Arbeit auch ein standardisiertes Verfahren zur Messung der
LEF1-RNA-Expression mittels gPCR etabliert und ein Schwellenwert relativ zur
Expression eines Referenzgens definiert, der eine prospektive prognostische
Stratifizierung von AML-Patienten zuldsst. Unabhangig von unserer Untersuchung wurde
auch fur die akute lymphatische Leukdmie des Erwachsenen ein Zusammenhang
zwischen der LEF171-Expression und den Therapieergebnissen berichtet, wobei hier
jedoch eine hohe Expression mit einer unglnstigen Prognose einhergeht (Kuhnl et al.,
2011). Die =zellularen Mechanismen, Uber die die LEF71-Expression mit den
Therapieergebnissen bei akuten Leukdmien in Verbindung steht, sind ungeklart. LEF1
spielt als Transkriptionsfaktors eine wichtige Rolle im Rahmen WNT-Signalwegs.
Nachdem aber eine erhdhte Expression des WNT-Effektors -Catenin bei der AML mit
einer ungulnstigen Prognose korreliert (Ysebaert et al., 2006), spielen mdéglicherweise

auch WNT/B-Catenin-unabhéngige Mechanismen hier eine Rolle.

Der von uns etablierte Microarray-Datensatz wurde auRerdem noch in einer Reihe
weiterer Kollaborationen mit verschiedenen internationalen Arbeitsgruppen genutzt, um
die klinische Relevanz von Kandidaten-Genen zu uberprifen, die zuvor in praklinischen
Untersuchungen identifiziert worden waren. So war z.B. von einer kooperierenden
Arbeitsgruppe gezeigt worden, dass eine Blockade des MELK-Gens (durch
kleinmolekulare Inhibitoren oder siRNA-knockdown) das Wachstum von AML-Zellen in
verschiedenen in vitro-Anséatzen inhibieren kann. Wir konnten daraufhin an unserem
Datensatz nachweisen, dass MELK insbesondere bei AML-Patienten mit unglnstigen
Karyotypen hoch exprimiert wird, und dass eine hohe MELK-Expression mit einer
ungunstigen Prognose assoziiert ist. Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass
MELK auch in vivo ein interessantes therapeutisches Target darstellen kénnte (Alachkar
et al., 2014).
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2.3 Diskussion und Ausblick

Microarray-Analysen waren eine der ersten Untersuchungsmethoden, die es erlaubten,
die klinische Heterogenitat der Erkrankung AML auf molekularer Ebene abzubilden. Dies
betraf insbesondere die Gruppe der Patienten mit normalem Karyotyp, Uber deren
genetische Veranderungen lange Zeit nur sehr begrenze Informationen verfigbar waren.
In unserer Publikation zur prognostischen Gen-Signatur fir die zytogenetisch normale
AML (Metzeler et al.,, 2008) hatten wir die Hypothese gedullert, dass in dieser
Patientengruppe eine Vielzahl von genetischen Verdnderungen existieren, die das
Therapieansprechen beeinflussen. Genexpressions-Analysen sollten als Surrogat-
Marker fur diese noch unbekannten Genmutationen dienen, und dadurch eine
Abschatzung des genetisch bedingten Risikos erméglichen. Obwohl durch uns und
mehrere andere Arbeitsgruppen klar gezeigt wurde, dass solche Gensignaturen eine
statistisch  hochsignifikante Unterscheidung unterschiedlicher AML-Risikogruppen
erlauben, hat bislang doch keiner dieser Scores den Weg in die klinische Routine
gefunden. Zum einen erschweren, wie oben kurz geschildert, methodische Hindernisse
wie die schwierige Standardisierbarkeit den Einsatz der Microarray-Technologie im
klinischen Alltag. Zum anderen blieb zunachst unklar, wie eine durch den Einsatz dieser
Methoden verbesserte Risikostratifizierung sich in effektivere Therapiestrategien

umsetzen lasst.

Inzwischen wurden neue Techniken entwickelt, die eine im Vergleich zu Microarrays
deutlich robustere und einfacher standardisierbare parallele Bestimmung der Expression
mehrerer Genen erlauben, etwa die ,Nanostring“-Methode. Aufgrund dieser neuen
technischen Mdglichkeiten besteht nun wieder verstarktes Interesse an einem moglichen
klinischen Einsatz von Expressions-Signaturen. So ist beispielsweise in Kanada aktuell
eine prospektive Validierung des LSC-17 Genexpressions-Scores im Rahmen einer
klinischen Studie geplant (Ng et al, Nature, in press). Ein aktueller Kongressbeitrag aus
unserer Gruppe verdeutlicht aullerdem, dass auch im Zeitalter der Mutationsanalysen
mittels ,next generation sequencing® Genexpressionsanalysen immer noch einen
wichtigen, eigenstandigen Beitrag zur Prognoseabschatzung leisten konnen: Am
Patientenkollektiv der AMLCG-1999 Studie wurde anhand von Genexpressions-Daten
und Sequenzanalysen haufig mutierter Gene ein Score etabliert, der eine primare
Chemotherapie-Refraktaritdt bei AML Patienten vorhersagen soll. In den mittels
Bootstrap-Verfahren entwickelten Score gehen letztlich neben der zytogenetischen
Risikogruppe (MRC-Klassifikation) lediglich  Expressionsmarker ein, wahrend

Genmutationen keinen Eingang fanden. In einer unabhangigen Validierungskohorte
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konnte gezeigt werden, dass dieser Score das Potential bietet, etwa die Halfte der
Chemotherapie-refraktaren Patienten bereits vor Behandlungsbeginn korrekt zu
identifizieren  (Herold et al.,, 2016). Diese Daten unterstreichen, dass
Genexpressionsanalysen  auch  zuklnftig einen Platz im  diagnostischen
Methodenspektrum der moglichst zielgerichteten und auf den einzelnen Patienten und

seine Erkrankung abgestimmten “precision medicine” haben werden.
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3 GENMUTATIONEN IN EPIGENETISCHEN REGULATOREN ALS
PROGNOSEFAKTOREN UND THERAPEUTISCHE ZIELSTRUKTUREN BEI DER
AML

3.1  Hintergrund

Seit es Hochdurchsatz-Sequenziertechniken erlauben, das gesamte Genom einer
Tumorzellpopulation (whole genome sequencing) oder dessen proteinkodierende Anteile
(whole exome sequencing) mit vertretbarem Aufwand zu sequenzieren, wurde eine
Vielzahl von rekurrenten Genmutationen bei der AML identifiziert (Abbildung 7) (Ley et
al., 2008; Stratton et al., 2009). Hierzu gehoéren beispielsweise Mutationen in der DNA-
Methyltransferase DNMT3A (Yamashita et al., 2010; Ley et al.,, 2010), und in den
Isozitrat-Dehydrogenase-Genen IDH1 und IDH2 (Mardis et al., 2009; Marcucci et al.,
2010).
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Neben der Hochdurchsatzsequenzierung haben aber auch andere Methoden, wie
Microarrays zur Genotypisierung von genomischen Polymorphismen (single nucleotide
polymorphisms, SNP-Arrays), zu dieser Entwicklung beigetragen. So wurden mit dieser
Technik bei Patienten mit verschiedenen myeloischen Neoplasien Deletionen im Bereich
der Chromsomenbande 4924 identifiziert. In der Folge wurden dann Punktmutationen in
dem in diesem Bereich lokalisierten TET2-Gen gefunden (Delhommeau et al., 2009;
Langemeijer et al., 2009). Mithilfe einer verwandten Mikroarray-Technologie, der array-
basierten komparativen genomischen Hybridisierung (Array-CGH), wurden bei Patienten
mit myelodysplastischen Syndromen Deletionen im Bereich der Chromosomenbande
20911 nachgewiesen. AnschlieRend wurden dann auch Punktmutationen im hier
gelegenen ASXL17-Gen identifiziert (Gelsi-Boyer et al., 2009).

Insgesamt lassen sich Uber das gesamte Genom eines AML-Patienten hinweg in WES-

oder WGS-Untersuchungen im Mittel etwa 13 nicht-synonyme Mutationen in
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proteinkodierenden Genen nachweisen. Davon betreffen etwa 5 Veranderungen Gene,
von denen bekannt ist, dass sie bei der AML rekurrent alteriert sind (Cancer Genome
Atlas Research Network, 2013). Damit weist die AML im Vergleich mit anderen
Tumorentitaten eine relativ niedrige Mutationshaufigkeit auf (Abbildung 8; ca. 0,4
somatische Mutationen je Megabase genomischer DNA-Sequenz) und gehért so zu den

genetisch wenig komplexen Tumorentitaten (Alexandrov et al., 2013).
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Abbildung 8: Haufigkeit somatischer Mutationen in den Genomen haufiger Tumor-
Entitaten. Die AML weist eine relativ niedrige Mutationshaufigkeit auf. Tumoren, die mit
Karzinogen- bzw. Mutagen-Exposition assoziiert sind, wie das Bronchialkarzinom
(Tabakrauch) und das Melanom (UV-Strahlung), weisen gegentiber der AML eine mehr
als 10 Mal héhere Mutationshaufigkeit auf. Abbildung aus Alexandrov et al., Nature 2013.

Dennoch wurde aufgrund der Vielzahl neu identifizierter Genmutationen deutlich, dass
altere Modellvorstellungen zur Pathogenese der Erkrankung eine 2zu starke
Vereinfachung darstellten und einer Anpassung und Erweiterung bedurften (Abbildung 9)
(Gilliland & Griffin, 2002; Thiede, 2012; Déhner et al., 2015).
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Abbildung 9: Die zunehmende Kenntnis genetischer Veranderungen beeinflusst
Modellvorstellungen zur Pathogenese der AML. A) Klassisches Modell der Leukdmogenese
nach Gilliland und Griffin. Nach diesem Modell entsteht eine AML durch das Zusammenwirken von
.Klasse [“-Veranderungen, die zu einer gesteigerten Proliferation fihren, und ,Klasse II*-
Veranderungen, die eine Differenzierungs-Blockade bewirken. Abbildung aus Gilliland & Griffin, 2002.
B) Erweitertes Modell der Leukdmogenese unter Einschluss epigenetischer Veranderungen.
Durch die Entdeckung zahlreicher Genmutationen, die sich nicht eindeutig der ,Klasse |* oder ,Klasse
[I“ des zuordnen lassen, war eine Erweiterung des klassischen Modells nétig. Nach dem hier gezeigten
Vorschlag von Thiede wird das Modell um eine Klasse Il erweitert, die Mutationen in epigentischen
Regulator-Genen umfasst. Die Existenz weiterer funktionell definierter Mutations-Klassen (z.B. Klasse
IV: Zelladhasion, Klasse V: DNA-Reparatur, Splicing) wird postuliert. Abbildung aus Thiede, 2012.

C) Ubersicht iiber zelluldre Signalwege und Mechanismen, von denen aktuell bekannt ist, dass
sie eine Rolle in der Pathogenese der AML spielen. Abbildung aus Déhner et al., 2015.
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3.2 Eigene wissenschaftliche Beitrage

3.21 Prognostische Bedeutung von Mutationen in den epigenetischen
Regulator-Genen TET2 und ASXL1 bei de novo AML mit normalem

Karyotyp
Ausgewahlte eigene Publikationen:

o Metzeler KH et al.. TET2 mutations improve the new European LeukemiaNet
(ELN) risk classification of acute myeloid leukemia: A Cancer and Leukemia
Group B study. J Clin Oncol 2011; 29(10):1373-1381.

o Metzeler KH et al.: ASXL1 mutations identify a high-risk subgroup of older
patients with primary cytogenetically normal AML within the ELN Favorable
genetic category. Blood 2011; 118(26):6920-6929.

Mutationen im TET2-Gen wurden, wie bereits geschildert, zunachst bei Patienten mit
myelodysplastischen Syndromen (MDS) oder myeloproliferativen Neoplasien (MPN)
identifiziert. Die ersten Berichte Uber TET2-Mutationen bei der AML betrafen vor allem
Patienten, die eine sekundare akute Leukamie (sAML) aus einer vorbestehenden MDS-
oder MPN-Erkrankung heraus entwickelt hatten. In einer Arbeit im Rahmen der US-
amerikanischen Cancer and Leukemia Group B (CALGB) setzten wir es uns deswegen
zum Ziel, die Inzidenz und klinische Bedeutung von TET2-Mutationen speziell bei
Patienten mit de novo AML, also ohne vorausgehende andere hamatologische
Erkrankung, zu untersuchen. Dazu wurde eine vergleichsweise grof3e Kohorte (n=427)

von Studienpatienten mit normaler Zytogenetik analysiert (Metzeler et al., 2011a).

Wir fanden TET2-Mutationen bei 23% aller untersuchten de novo CN-AML-Patienten.
Diese Daten wurden spater in mehreren grofRen Arbeiten verschiedener interantionaler
Studiengruppen bestatigt, so dass TET2 zu den 6 am haufigsten bei der AML mutierten
Gene gehort (Papaemannuil et al., 2016; Metzeler et al., 2016). Auffallig war in unserer
Kohorte, dass es eine deutliche Altersabhangigkeit der TET2-Mutationshaufigkeit gab:
wahrend von den Patienten im Alter unter 30 Jahren nur rund 7% eine TET2-Mutation
aufwiesen, stieg dieser Anteil bei den Uber 70-jahrigen auf 32% an. Hinsichtlich der
Therapieergebnisse zeigte sich in der Gesamtkohorte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem TET2-Mutationsstatus und dem Gesamtiberleben (Abbildung 10, oberer
Bildteil). Wenn jedoch andere zu diesem Zeitpunkt bereits etablierte molekulare
Prognosemarker in die Analyse mit einbezogen wurden, ergab sich ein abweichendes
Ergebnis: Patienten in der gunstigen Risikogruppe gemal den 2010 publizierten

Empfehlungen des European LeukemiaNet (ELN, Déhner et al., 2010), also Patienten
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mit CEBPA-Mutation oder mit NPM1-Mutation und negativem FLT3-ITD-Befund, die
zusatzlich eine TET2-Mutation aufwiesen, hatten ein deutlich schlechteres
Gesamtuberleben als ,ELN Favorable“-Patienten ohne TET2-Mutation (P=.001;
Abbildung 10, unterer Bildteil). Bei den lbrigen Patienten, die aufgrund ihres normalen
Zytogenetik-Befundes allesamt in die ELN-Risikogruppe ,Intermediate-I“ eingeteilt
wurden, fand sich dagegen kein Einfluss von TET2-Mutationen auf das
Gesamtuberleben (P=.72). In multivariaten Analysen bestatigte sich eine Assoziation von
TET2-Mutationen mit kirzerem ereignisfreien Uberleben in der ,ELN Favorable®
Subgruppe (P=.05). Dariiber hinaus untersuchten wir in dieser Arbeit die Gen- und
MicroRNA  (miR)-Expressionsprofile von Patienten mit TET2-Mutationen, und

identifizierten Signaturen deregulierter Gene und miRs.

Abbildung 10: Gesamtiiberleben von
3 _ggﬁ?ﬂm:fﬁ)) Patienten mit zytogenetisch normaler de
0.8 novo AML in Abhangigkeit vom TET2-
Mutationsstatus. Oben: in der
Gesamtkohorte von CN-AML-Patienten der
0.4 US-amerikanischen CALGB-Studiengruppe
fand sich kein Zusammenhang zwischen
0.2 TET2-Mutationen und dem
P=.14 Gesamtliberleben. Unten: Werden die
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Patienten anhand lhres Genotyps fur die
Time (years) bekannten prognostischen Marker NPM1,
FLT3 und CEBPA nach den Empfehlungen
1.0 ELN favorable [_;Egix‘u(tn(ﬁl%?)”:‘)m des European LeukemiaNet (ELN) in 2
TET2wt (0=177) p_ 7 Gruppen eingeteilt, dann zeigt sich innerhalb
TET2-mut (n = 42) der prognostisch gtinstigen ,ELN Favorable®
Subgruppe eine Assoziation von TET2-
Mutationen mit kirzerem Uberleben. In der
-,ELN Intermediate-1“-Subgruppe hingegen
war weiterhin kein prognostischer Einfluss
--""'1***-1“1--------1--+--..H _____ von TET2 nachweisbar. Abbildung aus
Metzeler et al., 2011a.
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Die Bedeutung dieser Arbeit lag in der Feststellung, dass das im klinischen Alltag
damals bereits akzeptierte ELN-Schema zur genetischen Einteilung der AML durch die
Einbeziehung weiterer molekularer Marker weiter verfeinert werden konnte. AuRerdem
verdeutlichten unsere Ergebnisse, dass die prognostische Relevanz neu identifizierter
Marker vom genetischen Kontext abhangen kann, weil die An- oder Abwesenheit
weiterer genetischer Veranderungen die prognostische Bedeutung der zu
untersuchenden Lasion beeinflusst. Folglich mussen neu identifizierte Risikomarker

immer im Kontext mit anderen Prognosefaktoren untersucht werden.
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Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich auch in einer weiteren Arbeit, in der wir Mutationen in
einem weiteren epigenetischen Regulator-Gen, ASXL1, untersuchten. Diese
Untersuchung wurde an einer Kohorte von 427 CN-AML Studienpatienten der CALGB-
Gruppe durchgefiihrt, die eine weitgehende Uberlappung mit der auf TET2-Mutationen
untersuchten Kohorte aufwies (Metzeler et al., 2011b). In dieser Untersuchung zeigte
sich fur ASXL1 eine noch deutlichere Altersabhangigkeit der Mutations-Haufigkeit, als
dies fur TET2 der Fall war: Nur 3,2% der Patienten im Alter unter 60 Jahren wiesen eine
ASXL1-Mutation auf, wahrend eine solche Veranderung bei 16,2% der alteren Patienten
gefunden wurde. Daneben zeigten sich auch interessante Zusammenhange zwischen
ASXL1-Mutationen und Mutationen in anderen Genen: Nur sehr wenige Patienten mit
einer ASXL1-Mutation wiesen zugleich eine NPM1- oder FLT3- Mutation auf, wahrend
andererseits in unserer Kohorte ASXL 1-Mutationen h&ufig zusammen mit Mutationen in
CEBPA beobachtet wurden. In dieser Untersuchung konnten wir erstmals nachweisen,
dass ASXL7-Mutationen bei alteren Patienten mit de novo CN-AML mit einer
ungunstigen Prognose hinsichtlich des Gesamtiberlebens einhergehen. Auch hier zeigte
sich, ahnlich zu den Ergebnissen fir TET2, dass vor allem bei Patienten mit einer
ansonsten gunstigen genetischen Risikokonstellation (,ELN Favorable“-Gruppe) der
Nachweis einer ASXL7-Mutation mit einem kirzeren Gesamtuberleben assoziiert ist
(P<.001; Abbildung 11). Bei Patienten in der ELN Intermediate-| Risikogruppe zeigte sich

hingegen kein Unterschied.

1.0

o o
[«} (o]

Overall survival
o
»

0.2

0.0

ELNFav. [ ~

— ASXL1-wt (n=87)
== ASXL1-mut (n=12) F<-001

2
Years

Overall survival

o
o

—— ASXL1-wt (n=95)
- ASXL1-mut (n=26) 773

ELN Int-1[

Abbildung 11: Gesamtiiberleben von Patienten mit de novo CN-AML im Alter >60 Jahre
in Abhangigkeit vom ASXL171-Mutationsstatus. Links: In der Subgruppe mit einem glinstigen
Genotyp gemal der Einteilung des European LeukemiaNet (ELN) Uberlebten Patienten mit
ASXL 1-Mutation signifikant kurzer als diejenigen ohne Mutation. Rechts: in der Subgruppe mit
,Intermediate-1“-Risikoprofil war hingegen kein Einfluss von ASXL7-Mutationen erkennbar.

Abbildung aus Metzeler et al., 2011b.
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Auch hier konnten wir aulerdem eine mit ASXL7-Mutationen vergesellschaftete
Genexpressions-Signatur definieren, die Einblicke in die veranderte Genregulation bei
Patienten mit dieser Mutation erlaubt. Hierbei zeigte sich unter anderem eine verstarkte
Expression von Genen, die an der Stroma-Interaktion hdmatopoetischer Zellen beteiligt

sind.

3.2.2 Mutationen in IDH1, IDH2 und DNMT3A als prognostische und pradiktive
Marker

Ausgewahlte eigene Publikationen:

e Marcucci G*, Metzeler KH*, Schwind S*, Becker H* et al.: Age-related prognostic
impact of different types of DNMT3A mutations in adults with primary
cytogenetically normal acute myeloid leukemia. J Clin Oncol. 2012; 30(7):742-
750. (*equal contribution)

o Metzeler KH et al: DNMT3A Mutations and response to the hypomethylating
agent decitabine in acute myeloid leukemia. Leukemia. 2012; 26(5):1106-1107
[letter]

Neben den zuvor ausfiihrlich dargestellten Untersuchungen zu TET2 und ASXL1
konnten wir am Patientenkollektiv der CALGB-Studiengruppe Mutationen in weiteren
Genen untersuchen, die an der epigenetischen Regulation der Genexpression beteiligt
sind. Hierzu z&hlen Mutationen in der DNA-Methyltransferase DNMT3A (Marcucci et al.,
2012), sowie in den Isozitrat-Dehydrogenase-Genen IDH1 und IDH2 (Marcucci et al.,
2010). Mutationen in IDH1 gehoérten zu den ersten genetischen Veradnderungen, die
mittels der Genom- bzw. Exomsequenzierung von Tumoren entdeckt wurden — zunachst
beim Glioblastoma multiforme, kurze Zeit spater dann auch bei der AML (Parsons et al.,
2008; Mardis et al., 2009). Wir konnten in unserer Arbeit neben den schon bekannten
IDH1-Mutationen erstmalig auch Mutationen im IDH2-Gen bei der AML nachweisen.
IDH2-Mutationen waren zuvor lediglich bei Gliomen, nicht aber bei hdmatologischen
Neoplasien beschrieben worden (Yan et al., 2009). Wir konnten aullerdem zeigen, dass
heterozygote IDH1- und IDH2-Mutationen bei insgesamt etwa einem Dirittel aller CN-
AML Patienten auftreten, und dass dabei praktisch nie beide Gene gleichzeitig von
Mutationen betroffen sind (Marcucci et al.,, 2010). Spater konnten wir und andere
Gruppen zudem nachweisen, dass auch Mutationen in TET2 nur sehr selten gemeinsam
mit IDH1- oder IDH2-Mutationen vorkommen (Metzeler et al.,, 2011a; Gaidzik et al.,

2012). In Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurde die Ursache fir diese negative
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Assoziation aufgeklart, die in der pathophysiologischen Funktion der mutierten IDH-
Enzyme liegt. IDH1- und IDH2-Muationen fuhren zu einer veranderten enzymatischen
Aktivitat des Proteins, die in einer Produktion und intrazellularen Akkumulation des
Metaboliten 2-Hydroxyglutarat (2-HG) resultiert. Die erhdéhte 2-HG-Konzentration
wiederum inhibiert durch Kompetition mit dem Kofaktor a-Ketoglutarat die katalytische
Aktivitdt von TET2, einem Enzym, das an der Hydroxymethylierung von Cytosin-Resten
in der DNA beteiligt ist (Figueroa et al., 2010). Dadurch bewirken IDH1- und IDH2-
Mutationen indirekt eine reduzierte Aktivitat von TET2. Somit haben Mutationen in allen
drei Genen Uberlappende funktionelle Konsequenzen. Dieser zuvor nicht bekannte
mechanistische Zusammenhang mag als Beispiel dafir dienen, dass Beobachtungen
aus klinisch-translationalen Analysen wichtige Hinweise auf zugrundeliegende

funktionelle Interaktionen auf Ebene der Zellbiologie geben kénnen.

In unserer Arbeit zu IDH1- und IDH2-Mutationen war auf3erdem auffallig, dass Patienten
mit einer IDH2-Mutation an einer spezifischen Aminosaure, dem Arginin an Position 172
(IDH1 R172), allesamt keinerlei zusatzlichen Mutationen in den damals als prognostisch
relevant bekannten Genen NPM1, FLT3, CEBPA, WT1 oder MLL aufwiesen. Mutationen
des IDH2 Codon 140 oder des IDH1-Gens hingegen traten haufig gemeinsam mit diesen
anderen Veranderungen auf. Die Sonderrolle der IDH2 R172-Mutation wurde unlangst in
einer groflen und umfassend genetisch untersuchten AML -Patientenkohorte bestatigt,
die zudem auch eine gunstige prognostische Bedeutung dieser Veranderung zeigte
(Papaemmanuil et al., 2016). Somit scheint diese spezifische, in der CALGB-Kohorte
erstmals beschriebene Mutation wohl eine klinisch und genetisch distinkte Subgruppe
von AML-Patienten zu kennzeichnen. Hier fuhrt die klinisch-translationale Beobachtung
der Sonderstellung der IDH2 R172-Mutationen wiederum zu einer biologischen
Fragestellung, namlich inwieweit diese spezielle Mutation sich funktionell von anderen

IDH2- und IDH1-Mutationen unterscheidet. Diese Frage ist aktuell noch ungeklart.

Mutationen in der DNA-Methyltransferase DNMT3A wurden erstmals durch Yamashita
und Kollegen mittels einer array-basierten Sequenziertechnik bei der AML entdeckt
(Yamashita et al., 2010). DNMT3A-Mutationen gehdren mit einer Haufigkeit von etwa
35% zu den drei haufigsten Genmutationen bei Patienten mit de novo-AML und
normalem Karyotyp (Ley et al., 2010). Wir konnten aus dem Patientenkollektiv der
CALGB-Studiengruppe die zum damaligen Zeitpunkt grofdte Kohorte von CN-AML-
Patienten auf DNMT3A-Mutationen untersuchen (Marcucci et al., 2012). In unserer
ersten Analyse zeigten DNMT3A-Mutationen zwar einen statistisch signifikanten

Zusammenhang mit einem verklrzten Gesamtiberleben, der absolute Unterschied in
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den 3-Jahres-Uberlebensraten zwischen DNMT3A-mutierten und -unmutierten Patienten
war jedoch gering (45% versus 52% fur Patienten im Alter <60 Jahren). Bei einer
getrennten Untersuchung éalterer und jlingerer Patienten (<60 Jahre bzw. =260 Jahre)
deuteten unsere damaligen Ergebnisse darauf hin, dass Mutationen im Bereich des
haufig betroffenen Codons Arginin-882 vor allem bei alteren Patienten mit kirzerem
Uberleben einhergehen, wahrend bei jingeren Patienten Mutationen an anderen
Positionen, nicht jedoch an Codon R882, einen solchen Zusammenhang zeigten. Dieses

Ergebnis wurde in dieser Form jedoch von anderen Studiengruppen nicht bestatigt.

Die britische MRC-Studiengruppe konnte in einer groRen Untersuchung an Gberwiegend
jungeren Patienten mit AML und intermedidrem zytogenetischen Risiko jedoch
nachweisen, dass DNMT3A-Mutationen insgesamt ein ungulnstiger Risikofaktor sind —
und dies, obwohl bei isolierter Betrachtung Patienten mit und ohne Mutation praktisch
identische Uberlebenskurven zeigten (Abbildung 12A) (Gale et al., 2015).

A all patients
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Abbildung 12: ,,Simpsons Paradox”“ und die Bedeutung von DNMT3A-Mutationen als
prognostischer Marker. A) In der gezeigten britischen MRC-Studienkohorte ist kein
Unterschied im Gesamtiberleben DNMT3A-mutierter und —unmutierter Patienten erkennbar.
B) Innerhalb der Subgruppe mit NPM1-Mutation wiesen uber 45% der Patienten zusatzlich
eine DNMT3A-Muttation auf. C) In der -insgesamt prognostisch weniger glinstigen- Gruppe
ohne NPM1-Mutation wiesen nur knapp 12% der Patienten eine DNMT3A-Mutation auf.
Innerhalb der Subgruppe war die DNMT3A-Mutation aber wiederum ein unglnstiger
Risikofaktor. Abbildung modifiziert aus Gale et al., 2015.

-27 -



Der Grund fur diesen scheinbaren Wiederspruch liegt in der engen Assoziation zwischen
DNMT3A und einem weiteren Prognosefaktor, namlich Mutationen im NPM1-Gen.
Mutationen in beiden Genen treten sehr haufig gemeinsam auf, und NPM1-Mutationen
sind ihrerseits mit einem langeren Gesamtiberleben assoziiert. Wenn die Subgruppen
der Patienten mit und ohne NPM1-Mutationen getrennt betrachtet wurden (Abbildung
12B bzw. 12C), dann wurde in jeder Subgruppe jeweils erkennbar, dass Patienten mit
mutiertem DNMT3A-Gen ein kirzeres Uberleben zeigten als diejenigen mit unmutiertem
DNMTS3A. Jedoch traten in der prognostisch insgesamt gunstigeren NPM1-mutierten
Gruppe deutlich mehr DNMT3A-Mutationen auf als in der insgesamt betrachtet deutlich
ungunstigeren, NPM1-unmutierten Gruppe. In Summe filhren diese Zusammenhange
dazu, das bei univariater Analyse die prognostische Relevanz von DNMT3A nicht
erkennbar ist — ein Phdnomen, das auch als ,Simpson’s Paradox“ bekannt ist (Gale et
al., 2015). Dieses Beispiel soll nochmals verdeutlichen, dass bei der Analyse von
molekularen Prognosefaktoren solche Assoziationen und Interaktionen in Betracht
gezogen werden missen, und dass aus diesem Grund die Untersuchung ausreichend
groler Kohorten oder Meta-Analysen der Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen

notwendig sind.

In spateren eigenen Arbeiten unter Einbeziehung weiterer Genmutationen konnten wir
am Patientenkollektiv der AMLCG-Studiengruppe dann ebenfalls nachweisen, dass
DNMT3A-Mutationen in Abhangigkeit vom Mutationsstatus anderer Gene einen
relevanten unglnstigen Risikofaktor gerade bei jingeren Patienten darstellen (Metzeler
et al., 2016; vgl. Abschnitt 3.2.4).

Neben ihrer moglichen prognostischen Bedeutung sind Mutationen im DNMT3A-Gen
auch unter therapeutischen Gesichtspunkten von groflem Interesse. In den letzten
Jahren wurden mit Azacitidin und dessen Deoxy-Derivat Decitabin zwei verschiedene
Substanzen fir die Therapie der AML zugelassen, deren Wirkmechanismus zumindest
teilweise auf einer Inhibition von DNA-Methyltransferasen mit konsekutiver
Demethylierung der zellularen DNA beruht. Unter diesem Aspekt liegt die Frage nahe,
ob es einen Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus der DNA-Methyltransferase
DNMT3A und dem Therapieansprechen auf demethylierende Sustanzen gibt. Wir
konnten dazu eine kleine Kohorte von insgesamt 46 Uberwiegend alteren Patienten
untersuchten, die in Phase-ll-Studien an der Ohio State University im Rahmen der
Erstlinientherapie einer AML-Erkrankung Decitabin erhalten hatten (Metzeler et al.,

2012b). Wahrend die Rate an Komplettremissionen (CR) bei den Patienten ohne
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DNMT3A-Muation bei 34% lag, erreichten immerhin 6 der 8 DNMT3A-mutierten
Patienten (75%) eine CR (P=.008). Angesichts der sehr geringen Patientenzahl bedarf
die Hypothese, dass DNMT3A-Mutationen mit einem besserem Ansprechen auf
Decitabin einhergehen, selbstverstandlich der Validierung in gréeren Kohorten.
Ahnliche Untersuchungen anderer Studiengruppen konnten unsere Ergebnisse jedoch
zumindest teilweise bestatigen. So zeigte eine retrospektive Analyse an 92 Patienten mit
MDS oder sAML, dass Mutationen in DNMT3A und / oder TET2 mit einer héheren
Ansprechrate auf die Therapie mit demethylierenden Substanzen assoziiert waren
(Traina et al., 2014). In einer anderen Studie an 68 AML-Patienten gingen DNMT3A-
Mutationen ebenfalls mit einer numerisch hdheren CR-Rate nach einer Erstlinientherapie
mit diesen Substanzen einher (40% gegenuber 22% fur Patienten mit Wildtyp-DNMT3A),
der Unterschied war statistisch aber nicht signifikant (DiNardo et al., 2014). Dagegen
fand sich in einer grofRen Kohorte von 213 MDS-Patienten kein Zusammenhang
zwischen dem DNMT3A-Mutationsstatus und dem Ansprechen auf demethylierende
Therapien (Bejar et al., 2014). Die Grinde fir diese divergierenden Ergebnisse kénnen
in den unterschiedlichen Einschlusskriterien der zugrundeliegenden Patientenkohorten
sowie den unterschiedlichen Therapieschemata liegen. Nachdem in den vergangenen
Jahren zwei Phase-llI-Studien zur Behandlung der AML bei Patienten im Alter Gber 65
Jahre mit demethylierenden Substanzen verdéffentlicht wurden (Kantarjian et al., 2012
und Dombret et al., 2015), besteht auch weiterhin ein grofles Interesse an weiteren
Untersuchungen zu pradiktiven Markern fir das Therapieansprechen. Entsprechende
Daten aus der im letzten Jahr publizierten AML-AZA-001-Studie werden erwartet, sind

aktuell jedoch noch nicht verfugbar.

3.2.3 Weitere Arbeiten zu molekularen Risikofaktoren bei der AML

In den oben dargestellten Arbeiten konnten wir erstmals eine prognostische Bedeutung
mehrerer neu identifizierter Genmutationen bei Patienten mit AML, und insbesondere fir
die Subgruppe mit zytogenetisch normaler de novo AML nachweisen. Uber die
geschilderten Untersuchungen zu Mutationen in den epigenetischen Regulator-Gene
DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2, und ASXL1 hinaus haben wir an Kohorten der
amerikanischen CALGB- wie auch der deutschen AMLCG-Studiengruppe noch eine
Reihe weiterer rekurrent mutierter Gene auf ihre klinische und prognostische Relevanz
hin untersucht. In zwei unabhangigen Auswertungen beider Studiengruppen wurde so
zum Beispiel gezeigt, dass Mutationen im RUNX7-Gen vor allem bei alteren Patienten
auftreten, und eine Hochrisiko-Patientengruppe mit niedrigen Remissionsraten sowie

ungiinstigem rezidivfreien Uberleben und Gesamtiberleben markieren (Mendler et al.,
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2012; Greif et al.,, 2012). AuRerdem konnten wir an der AMLCG-Patientenkohorte
zeigen, dass biallelische (aber nicht monoallelische) Mutationen in CEBPA ein gunstiger
Prognosefaktor bei der CN-AML sind (Dufour et al., 2010). Unter anderem aufgrund
dieser Ergebnisse, die auch von anderen Arbeitsgruppen bestatigt wurden, ist die AML
mit biallelischen CEBPA-Mutationen jlngst als eigenstédndige Entitat in die Klassifikation
hamatologischer Neoplasien der Weltgesundheitsorganisation WHO aufgenommen
worden (Arber et al., 2016).

Trotz dieser Fortschritte haben bisher aber nur wenige molekulargenetische Marker
verbreiteten Eingang in den klinischen Alltag gefunden und nehmen Einfluss auf
Therapieentscheidungen. In den 2010 publizierten Empfehlungen des European
LeukemiaNet (ELN) zur Diagnose und Therapie der AML fanden nur Mutationen in
NPM1 und CEBPA sowie interne Tandemduplikationen in FLT3 Beachtung (Déhner et
al., 2010). In aktuelleren Expertenempfehlungen, und auch in der jlingst publizierten
neuen Ausgabe der ELN-Richtlinien werden zwar noch weitere Gene wie TP53, ASXL1
und RUNXT in die Risikostratifizierung mit einbezogen (Estey, 2016, Déhner et al.,
2016), jedoch beruhen diese Empfehlungen auf retrospektiven Analysen und wurden
bisher nicht an unabhangigen Patientenkohorten validiert. Unter diesem Gesichtspunkt
hatten wir es uns im Rahmen der AMLCG-Studiengruppe zum Ziel gesetzt, eine grof3e
Patientenkohorte moglichst umfassend fir die bekannten genetischen Veranderungen

zu charakterisieren.

3.2.4 Die komplexe genetische Landschaft der AML und ihre Bedeutung fiir den
klinischen Verlauf der Erkrankung

Ausgewahlte eigene Publikationen:

o Metzeler KH et al.: Spectrum and prognostic relevance of driver gene mutations
in acute myeloid leukemia. Blood. 2016; 128(5):686-698

Um die klinische Relevanz rekurrenter Genmutationen bei der AML zu betrachten,
untersuchten wir insgesamt 664 erwachsene AML-Patienten im Alter zwischen 18 und
86 Jahren, die in den Phase-IlI-Studien AMLCG-1999 und AMLCG-2008 behandelt
worden waren und von denen geeignete Biomaterialproben (Blut oder Knochenmark)
vom Zeitpunkt der Diagnosestellung verfugbar waren (Metzeler et al., 2016). Wir nutzten
eine  DNA-Amplifizierungsmethode, um gezielt die kodierenden Sequenzen oder

Hotspot-Regionen von 68 Kandidatengenen aus der genomischen DNA anzureichern

-30 -



und anschlieBend mittels eines Hochdurchsatz-Sequenzierers (lllumina MiSeq) zu
analysieren (sog. ,targeted resequencing®). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte
Uber eine von uns eigens etablierte, skriptbasierte Software-Pipeline. Nachdem fir die
meisten untersuchten Patientenproben kein geeignetes Vergleichsmaterial als
Keimbahn-Kontrolle zur Verfligung stand, bestand eine besondere Schwierigkeit in der
Unterscheidung zwischen somatischen tumorspezifischen Mutationen und angeborenen
Polymorphismen. Zur Abgrenzung wahrscheinlich pathophysiologisch relevanter,
leukdmie-assoziierter Mutationen von funktionell neutralen Polymorphismen wurden
grol3e, offentlich verfliigbare Varianten-Datenbanken (z.B. 1000 Genomes Project,
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) und verschiedene Prognose-Algorithmen

(z.B. Mutation Analyzer, SIFT) eingesetzt.

Insgesamt konnten wir so bei Uber 99% aller untersuchten AML-Patienten eine
molekulargenetisch definierte, wahrscheinlich krankheitsrelevante Veranderung (,Driver-
Mutation®) finden. Besonders auffallig war dabei, dass es eine Gruppe von 8 genetischen
Veranderungen gibt, die fast nie gleichzeitig bei demselben Patienten mutiert sind. Zu
diesen Veranderungen gehoéren Translokationen der ,core binding factor® (CBF)-
Transkriptionsfaktoren, balancierte Translokationen des KMT2A- (MLL-) Gens, die
chromosomale Inversion inv(3)(q21926.2) bzw. Translokation t(3;3)(q21;926.2) (GATAZ2;
MECOM-Rearrangement), die  Translokation  t(6;9)(p22;934) (DEK-NUP214-
Rearrangement), sowie biallelische Mutationen in CEBPA und Mutationen in TP53,
NPM1, oder RUNX1. Bei gut 75% aller untersuchten AML-Patienten lie} sich genau eine
der genannten Veranderungen nachweisen, diese Patienten konnten somit eindeutig in
eine der 8 oben definierten genetischen Untergruppen eingeordnet werden (Abbildung
13A). Bei den meisten verbleibenden Patienten fand sich keine der subgruppen-
definierenden Veranderungen, wahrend in nur gut 2% der Falle mehr als eine dieser

Lasionen nachweisbar war (P<10'80 fur die Nicht-Uberlappung zwischen den Gruppen).

Diese Subgruppen unterschieden sich hinsichtlich ihrer Prognose deutlich und haben
somit auch klinische Relevanz (Abbildung 13B,C). Zwei der so in unserer Arbeit
identifizierten, genetisch definierten Subgruppen wurden auch in die WHO-KIlassifikation
2016 als neue Entitdten aufgenommen, namlich die AML mit biallelischer CEBPA- und
(als ,vorlaufige® Entitat) die AML mit RUNX7-Mutation (Arber et al., 2016). Aus der
Beobachtung, dass es zwischen den von uns identifizierten 8 genetischen Untergruppen
praktisch keine Uberlappung gibt, lasst sich die Hypothese ableiten, dass die

subgruppen-definierenden Mutationen kennzeichnend flir fundamental unterschiedliche,
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und moglicherweise sogar miteinander unvereinbare, Mechanismen der AML-

Pathogenese sind.
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Abbildung 13: Genetische Veranderungen definieren nicht-iiberlappende
Subgruppen von AML-Patienten. A) Uberblick (ber zytogenetische und
molekulargenetische Veradnderungen bei 664 AML-Patienten. Jede Spalte der Grafik
entspricht einem Patienten, ein blaues Feld zeigt den Nachweis der entsprechenden
Veranderung an. Im oberen Teil der Grafik sind die 8 genetischen Veradnderungen
dargestellt, die mittels des MEGSA (mutually exclusive gene set analysis)-Algorithmus als
kennzeichnend fur nicht-Uberlappende Patienten-Subgruppen identifiziert wurden. B)
Rezidivfreies Uberleben (relapse-free survival, RFS) und C) Gesamtiiberleben (overall
survival, OS) der so definierten genetischen Subgruppen. Die farbliche Darstellung der
Uberlebenskurven entspricht der Legende am oberen Rand der Abbildung. Die
Subgruppen DEK-NUP214 (RFS und OS) und GATA2-MECOM (RFS) sind wegen der zu
geringen Patientenzahl nicht dargestellt. Abbildung aus Metzeler et. al., 2016.
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In einer ahnlichen Arbeit unter Beteiligung der deutschen AMLSG-Studiengruppe wurde
eine sehr grofle Kohorte zumeist jingerer (<60 Jahre) AML-Patienten ebenfalls mittels
gezielter Sequenzierung von Kandidatengenen untersucht. Auch hier wurden molekulare
Subgruppen identifiziert, die eine sehr starke Uberschneidung mit den von uns
definierten Gruppen zeigen, was die Validitat der Ergebnisse beider Studien unterstreicht

(Papaemmanuil et al., 2016).

Unsere relativ groRe und einheitlich behandelte Patientenkohorte erlaubte es uns auch,
die prognostische Bedeutung rekurrenter Genmutationen zu untersuchen. Aufgrund der
komplexen Assoziationen zwischen klinischen Parametern wie z.B. dem Alter,
zytogenetischen Veranderungen und molekulargenetischen Mutationen wurden die
einzelnen Variablen dabei nicht nur isoliert, sondern auch gemeinsam im Rahmen
multivariater Modelle untersucht. Hier konnten wir zeigen, dass neben schon etablierten
genetischen Prognosefaktoren (z.B. Zytogenetik, biallelische CEBPA-Mutationen und die
Kombination aus NPM1-Mutation und Negativitat fur FLT3-ITD) auch Mutationen in
DNMT3A und RUNX1 einen unglnstigen Einfluss auf das Gesamtiberleben haben.
(Abbildung 14). Zudem zeigte sich eine Interaktion mit dem Patientenalter, so dass der
ungunstige Einfluss dieser beiden Veranderungen insbesondere bei jingeren Patienten
mit Intermediarrisiko-Karyotyp zu beobachten war (Abbildung 15). Darlber hinaus
konnten wir auch die extrem ungunstige prognostische Wertigkeit von TP53-Mutationen
bei der AML bestéatigen (Kihara et al., 2014; Rucker et al., 2012).

Die Bedeutung dieser Arbeit liegt in der umfassenden Charakterisierung genetischer
,oriver-Veranderungen® in einer homogen behandelten Patientenhorte, die einen hohen
Anteil alterer Patienten umfasst — eine klinisch wichtige Patientengruppe, die in
ahnlichen Studien oft unterreprasentiert ist. Kiinftig sollen diese Daten einen Beitrag zur
Weiterentwicklung von Modellen zur Prognoseabschatzung und Risikostratifizierung
leisten — eine Herausforderung, die aber wahrscheinlich nur in einer Kooperation

mehrerer Studiengruppen zu bewaltigen ist.
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Variable Hazard ratio for death (95% Cl) P

Age 260 years 2.14 (1.60 - 2.87) —— <.001

Female gender 0.82 (0.66 - 1.01) —— 059

AML category

de novo AML 1 |

secondary AML 1.21 (0.85 - 1.71) —i— .29

therapy-related AML 2.24 (1.48 - 3.39) —a— <.001

ECOG performance status

0-1 1 |

22 1.38 (1.10 - 1.73) —— 005

WBC count (50,000/pl increase) 1.10 (1.03 - 1.17) | ] 004

MRC cytogenetic risk category

Intermediate 1 |

Favorable 0.41 (0.25 - 0.66) —a— <.001

Adverse 1.65 (1.24 - 2.19) —— <.001

NPM1 mutated, FLT3-ITD absent 0.53 (0.38 - 0.74) —— <.001

CEBPA

- single mutated 1.43 (0.85 - 2.41) — 18

- double mutated 0.50 (0.24 — 1.03) — . 060

FLT3-TKD mutated 0.98 (0.69 — 1.37) —n— 89

SRSF2 mutated 1.04 (0.73 - 1.48) —.— 84

KIT mutated 1.07 (0.61 —1.89) . E— 81

ASXL1 mutated 1.09 (0.77 - 1.54) —— 62

BCOR mutated 1.11(0.75 - 1.63) —a— 81

SF3B1 mutated 1.30 (0.76 - 2.23) S E— 33

U2AF1 mutated 1.36 (0.85 - 2.19) S E— 20

DNMT3A mutated <.001*

- in patients <60 years 1.84 (1.34 - 2.54) —

- in patients 260 years 1.09 (0.65 - 1.83) —

RUNX1 mutated <.001t

- in patients <60 years 2.26 (1.45 - 3.54) ——

- in patients 260 years 1.16 (0.64 - 2.13) —_—

TP53 mutated 2.05 (1.39 - 2.8) —a— .001
0.25 0.50 1.00 2.00 4.00

—— —p

lower risk of death

higher risk of death

Abbildung 14: Multivariate Analyse fiir das Gesamtiiberleben. Untersucht wurden 664
AML-Patienten der AMLCG-Studiengruppe. Abbildung aus Metzeler et. al., 2016.
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RUNXT™! vs. RUNXT": HR, 1.42; P= .06
NPM1™ and FLT3-ITD™ vs. others: HR, 0.45; P = .001

RUNXT™ vs, RUNX 1" HR, 2.22; P =.001
NPM1™ and FLT3-ITD™C vs. others: HR, 0.71; P= .13

Abbildung 15: Genmutationen und Gesamtiiberleben von AML-Patienten mit
intermedidrem zytogenetischen Risikoprofil. A) Einfluss von DNMT3A-Mutationen bei
Patienten <60 Jahre. B) Einfluss von DNMT3A-Mutationen bei Patienten 260 Jahre C)
Einfluss von RUNX7-Mutationen bei Patienten <60 Jahre. D) Einfluss von RUNX1-
Mutationen bei Patienten =60 Jahre. Alle Analysen sind stratifiziert bezlglich des
Mutationsstatus fir NPM1 und FLT3-ITD. Abbildung aus Metzeler et. al., 2016.
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3.3 Diskussion und Ausblick

Im klinischen Alltag besteht die Herausforderung bei der Interpretation genetischer
Risikofaktoren darin, dass einzelne Patienten haufig eine komplexe Kombination
unterschiedlicher genetischer Veranderungen aufweisen (Abbildung 16). Wenn manche
dieser Veranderungen in retrospektiven Analysen mit einer gunstigen, und andere
Lasionen mit einer ungunstigen Prognose in Verbindung gebracht wurden, dann stellt
sich flr den individuellen Patienten die Frage, wie der gefundene Genotyp in seiner
Gesamtheit zu bewerten ist. Die Entwicklung neuer, validierter und klinisch nutzbarer
Modelle zur Risikostratifizierung, die den Gesamtkontext einer Vielzahl potentieller
genetischer und klinischer Risikofaktoren mit einbeziehen, ist daher ein wichtiges Ziel
und gleichzeitig eine immense Herausforderung. Statistische Abschatzungen lassen den
Schluss zu, dass fur die Entwicklung solcher Modelle sehr groRe Patientenkohorten von
210.000 Patienten nétig sind, um auch den Einfluss seltener Risikofaktoren und deren
mogliche Interaktionen erfassen zu kénnen (Gerstung et al., 2015). Daher werden solche
Analysen nur durch die internationale Zusammenarbeit vieler Studiengruppen maoglich
sein, und wir hoffen, mit unseren Untersuchungen einen Beitrag zu diesem Vorhaben

leisten zu kdnnen.

Abbildung 16: Genetische Komplexitat
der AML.
p—— Graphische Darstellung der Mutations-
B ONMTA - Kombinationen bei 224 AML-Patienten
= JEa mit NPM1-Mutation. Jede ,Speiche® des

W IDH1
IDH2 Kreisdiagrammes entspricht  einem

Q f 4
* ‘ wT1 Patient d ied farbt
atienten, un jedes gerarobte
_:  FLT34TD einer zusatzlichen
o
\ / S

\

/

FLT3-PM Kreissegment
u NRAS

= PTPNILL Mutation entsprechend der Legende. Die

 RAD21 Abbildung soll verdeutlichen, dass auch
SMC1A in einer friher als relativ ,homogen®
.:E wahrgenommene Patientengruppe in
Wirklichkeit zahlreiche Kombinationen
verschiedener Mutationen vertreten sind.

Abbildung aus Grimwade et al., 2016.
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4 AKTUELLE ENTWICKLUNG UND ZUKUNFTIGE PERSPEKTIVEN

Aufbauend auf der in unserer Arbeitsgruppe genetisch charakterisierten groRen AML-
Patientenkohorte bearbeiten wir derzeit Fragestellungen zum Thema klonale
Heterogenitat und klonale Evolution bei der AML. Wie in der Einleitung kurz dargestellt,
wurde in den letzten Jahren in zahlreichen Untersuchungen deutlich, dass eine AML-
Zellpopulation nicht im strengen Sinn monoklonal ist. Vielmehr koexistieren bei vielen
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mehrere Subklone, die zwar von einem
gemeinsamen Vorlaufer abstammen, sich aber in einem Teil ihrer genetischen
Veranderungen unterscheiden (Ding et al, 2012). Diese heterogene
Leukamiezellpopulation entwickelt sich zudem im Zeitverlauf in einem evolutionaren
Prozess weiter. Eine antileukdmische Therapie Ubt in diesem System einen
Selektionsdruck aus. Dadurch kann die klonale Architektur der Erkrankung beeinflusst
werden, und es kann zu einer Selektion besonders aggressiver oder therapieresistenter
Klone kommen (Landau et al., 2014). Ein besseres Verstandnis der klonalen Diversitat
und evolutionarer Prozesse wahrend der Entstehung und Therapie einer AML ist also
von unmittelbarer Bedeutung fur die weitere  Entwicklung effektiverer

Behandlungsstrategien.

Unsere aktuellen Arbeiten in diesem Themenbereich werden deswegen von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft im Rahmen des Sonderforschungsbereiches (SFB)
1243 ,Genetic and Epigenetic Evolution of Hematopoietic Neoplasms® geférdert. Mit
unseren Kooperationspartnern innerhalb dieses SFB arbeiten wir unter anderem an der
Etablierung und Validierung neuer Modellsysteme, die eine kontrollierte Untersuchung
evolutionarer Vorgange bei der AML und eine funktionelle Charakterisierung subklonaler
genetischer Veranderungen ermdglichen sollen. Eine wichtige Rolle spielt hier fur uns
die Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Jeremias, in der Xenografts
(Patient-derived  xenografts, Pdx) von humanen primaren AML-Zellen in
immundefizienten Mausen etabliert wurden. Diese Pdx-Zellen kdénnen anschlieRend
mittels lentiviraler Transduktion genetisch manipuliert werden (Vick et al., 2015).
Aulerdem unterstitzen wir mit unserer Expertise im Bereich translationale Genetik
andere Arbeitsgruppen innerhalb der Medizinischen Klinik [lI der LMU Munchen
(Arbeitsgruppen Prof. Subklewe und Prof. Spiekermann), die Untersuchungen zu neuen
molekular zielgerichteten Therapieansatzen einschlieRlich der Immuntherapie
durchfuhren (Krupka et al., 2014; Sandhdfer et al., 2015).
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Eines unserer ersten eigenen Ergebnisse aus dem neuen inhaltlichen Schwerpunkt
.Klonale Heterogenitat® ist eine Untersuchung zur Bedeutung praleukamischer Klone bei
AML-Patienten in Remission. Untersuchungen anderer Gruppen hatten gezeigt, dass bei
einem Teil der AML-Patienten, die nach einer Chemotherapie eine Remission ihrer
Erkrankung erreichen, im Knochenmark weiterhin praleukamische Klone nachweisbar
sind (Shlush et al., 2014; Corces-Zimmerman et al., 2014). Diese praleukédmischen
Klone sind zu einer morphologisch normalen Zelldifferenzierung fahig, tragen aber einen
Teil der somatischen Mutationen in sich, die auch zum Zeitpunkt der AML-
Diagnosestellung nachweisbar waren. Man geht daher davon aus, dass es sich
evolutionar gesehen um Vorlaufer des AML-Klons handelt. In solchen praleukdmischen
Klonen finden sich haufig Mutationen in den epigenetischen Regulatoren DNMT3A,
TET2 oder ASXL1. Mutationen in diesen Genen werden auch bei phanotypisch
gesunden, alten Menschen mit klonaler Hdmatopoese gefunden (Genovese et al., 2014;
Jaiswal et al., 2014). Persistierende praleukamische Klone kénnten bei AML-Patienten
mdglicherweise einen Ausgangspunkt fur ein spateres Krankheitsrezidiv darstellen. Eine
kirzlich publizierte Studie berichtete in der Tat Gber einen Zusammenhang zwischen der
Persistenz Leukamie-assoziierter Mutationen bei AML-Patienten in Remission und

einem kirzeren krankheitsfreien Uberleben (Klco et al., 2015).

Aus unserer eigenen Patientenkohorte konnten wir zu dieser Fragestellung 107
Patienten untersuchen, die in der Phase-IlI-Studie AMLCG-2008 behandelt wurden und
eine komplette Remission ihrer Erkrankung erreicht hatten (Rothenberg-Thurley et al.,
Plenarvortrag beim 21. Kongress der European Hematology Association, Kopenhagen,
Juni 2016). Durch eine vergleichende Untersuchung von Proben vom Zeitpunkt der
Diagnosestellung und nach Therapie konnten wir bei 37% die Persistenz mindestens
einer AML-assoziierten Mutation wahrend der Remission nachweisen. Am haufigsten
persistierten Mutationen in DNMT3A (62% der bei Diagnosestellung gefundenen
Mutationen), TET2 (69%), SRSF2 (63%) und ASXL1 (42%). Andere, in der AML-Probe
haufig koexistierende Mutationen in Genen wie zum Beispiel NPM1, FLT3, WT1 oder
NRAS waren in der jeweiligen Remissionsprobe regelhaft nicht nachweisbar. Diese
Daten belegen, dass die beobachteten persistierenden Mutationen tatséchlich einem
praleukamischen Klon entsprechen und nicht residuellen AML-Zellen. Patienten mit
Nachweis mindestens einer persistierenden Mutation waren im Median deutlich alter als
Patienten ohne Mutationspersistenz. Vor allem aber zeigten Patienten, bei denen
wahren der Remission mindestens eine persistierende Mutation nachweisbar war, ein
signifikant kirzeres rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben als Patienten, bei

denen in der Remissionsprobe keine Mutationen mehr nachweisbar waren. Dieser
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Unterschied war besonders ausgepragt bei Patienten, die keine allogene
Stammzelltransplantation erhalten hatten. Auch in einer multivariaten Analyse, in die
Alter und die zytogenetische Risikogruppe als Kovariablen eingingen, bestatigte sich die
prognostische Bedeutung der Mutationspersistenz. Wir stellten aufgrund dieser Daten
die Hypothese auf, dass bei vielen alteren Patienten eine AML-Erkrankung aus einem
nachweisbaren praleukdmischen Klon hervorgeht, und dass dieser Klon nach einer
Leukdmie-Therapie haufig im Knochenmark persistiert. Aus klinischer Sicht kdnnte die
mit dem Alter zunehmende Haufigkeit solcher persistierender praleukdmischer Klone ein
moglicher Grund fir die schlechteren Therapieergebnisse bei alteren AML-Patienten
sein. Wir wollen zuklnftig unter anderem die Mechanismen untersuchen, durch die

solche praleukamischen Klone zum Erkrankungsrezidiv beitragen.
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