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Holzhacken ist deshalb so beliebt, weil man bei dieser Tatigkeit den Erfolg sofort

sieht.

Albert Einstein (vermutlich)
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1. EinfUhrung

1.1. Hintergrund

Der Begriff ,Leukamie® (griechisch ,Weilblitigkeit“) umfasst eine heterogene Gruppe
von malignen Erkrankungen des Ilymphatischen oder myeloischen Systems.
.Leukamie® beschreibt die sichtbaren Veranderungen im peripheren Blut eines
Erkrankten. Aufgrund der Dynamik der Erkrankung erfolgt eine weitere Unterteilung in
akute und chronische Formen. Allerdings ist diese Beschreibung lediglich orientierend.
So konnen etwa auch Patienten mit einer chronischen lymphatischen Leukamie (CLL)
einen rasch progredienten und schweren Verlauf aufweisen, wahrend bestimmte
Patienten mit einer akuten myeloischen Leukamie (AML) einen sehr langsamen
Verlauf zeigen. Ein weiterer Unterschied ergibt sich durch das Ansprechen auf
Therapie. Wahrend bestimmte Erkrankungsuntergruppen empfindlich auf allgemeine
Zellgifte (klassische Chemotherapie) sind, gibt es Subgruppen, die kaum oder gar kein
Ansprechen zeigen. Wiederum andere Subgruppen sprechen nur auf sogenannte
zielgerichtete Therapien an. Die diesen Unterschieden zugrundeliegenden
Mechanismen sind in der Regel durch molekulare Veranderungen in den
Leukamiezellen selbst begrindet. Dies kdnnen unter anderem Mutationen, Deletionen
oder Translokationen der Desoxyribonukleinsaure (DNS) sein. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich mit der weiterfihrenden Charakterisierung molekularer
Veranderungen von Leukamien mit dem Ziel ein besseres Verstandnis der Erkrankung

zu entwickeln.

1.2. Klinik, Diagnose, Klassifikation und Behandlung von

Leukamien

Das klinische Erscheinungsbild von Leukamien richtet sich nach dem Ausmal’ der
Aktivitat des malignen Klons und ist in der Regel durch einen Abfall der gesunden
Zellen im peripheren Blut gekennzeichnet. Hierdurch kann es zu schweren Infektionen,
zum Teil auch mit gewohnlich nicht humanpathogenen Erregern kommen
(Granulozytopenie). Eine deutliche Einschrankung der korperlichen Belastbarkeit ist
moglich (Anamie) oder es kann eine spontane Blutungsneigung auftreten
(Thrombozytopenie). Wahrend langsam voranschreitende Erkrankungen haufig eine

Adaption des Koérpers an zum Beispiel sehr niedrige Hamoglobin-Werte ermdglichen,
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konnen hoch proliferative  Erkrankungen innerhalb weniger Tage zu
lebensbedrohlichen Krankheitssituationen fuhren. Diese kdnnen unter anderem durch
ein Nierenversagen aufgrund des hohen Zellumsatzes und anfallenden
Stoffwechselprodukten oder durch Zirkulationsprobleme bei einer Leukostase
entstehen. Die Diagnose wird in der Regel durch die Untersuchung des peripheren
Blutes und/oder des Knochenmarks gestellt. Zum Einsatz kommen hier neben der
konventionellen  Zytologie und Histologie weitere Verfahren wie die
Immunphanotypisierung, die eine Charakterisierung der Oberflachenantigene der
malignen Zellen erlaubt, und zahlreiche weitere molekulare Verfahren wie Zytogenetik,

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) oder Sequenzierungen.

1.3. Chronisch lymphatische Leukamie (CLL)

Die CLL ist die haufigste Form der Leukamie (etwa 40% aller Leukamien; ca.
6/100.000 Neuerkrankungen pro Jahr) und ist typischerweise eine Erkrankung des
alteren Menschen.' Das mediane Erkankungsalter liegt bei etwa 70 Jahren.! Sie wird
den niedrigmalignen (indolenten) Non-Hodgkin-Lymphomen zugeordnet.? Die CLL ist
oft durch ausgedehnte Lymphknotenschwellungen gekennzeichnet. Typischerweise
kommt es mit der Zeit zur Akkumulation von reifen Lymphozyten im peripheren Blut.
Im Gegensatz zur AML, bei der es aufgrund der GroRe der malignen Zellen und
adhasiver Krafte durchaus zu mikrozirkulatorischen Problemen im Sinne eines
Leukostase-Syndroms kommen kann, tritt dieses Phanomen selbst bei extremen
Leukozytosen bei Patienten mit CLL in der Regel nicht auf. Die Prognose der CLL ist
ausgesprochen heterogen. Einige wenige Patienten kdnnen zum Teil Uber Jahrzehnte
einen stabilen Krankheitsverlauf zeigen. Ein weiterer kleiner Teil der Patienten zeigt
einen extrem aggressiven Verlauf, der innerhalb weniger Monate oder Jahre zum Tode
fuhren kann. Die Mehrzahl der Patienten bewegt sich zwischen diesen Extremen. Die
Diagnose der CLL wird nach den Kriterien des International Workshop on CLL (IWCLL)
2008 gestellt, wenn sich (1.) im peripheren Blut mindestens 5000 klonale B-
Lymphozyten pro yl nachweisen lassen, es sich bei diesen (2.) um reife Lymphozyten
in der zytologischen Untersuchung handelt und (3.) sich in der Immunphanotypisierung
eine Koexpression der B-Zell-Antigene CD19, CD20 und CD23 mit dem T Zell-Antigen
CD5 zeigt. Weitere charakteristische Merkmale in der Immunphanotypisierung sind
eine schwache Expression von CD20 und CD79b. Eine Leichtkettenrestriktion kann

die Monoklonalitat der Zellen nachweisen.
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Die Standardtherapie der CLL besteht bei korperlich fitten Patienten zum aktuellen
Zeitpunkt noch auch einer Kombinationstherapie mit dem Antikorper Rituximab und
den Chemotherapeutika Fludarabin und Cyclophosphamid.! In den letzten Jahren
konnten jedoch zahlreiche Substanzen entwickelt werden, die zielgerichtet spezifische
Signalwege der CLL-Zellen unterdriicken konnen.! Als Beispiele seien der BTK-
Inhibitor Ibrutinib und der BCL2-Inhibitor Venetoclax genannt, die gezielt in diese
Signalwege der CLL-Zellen eingreifen.! Hierdurch konnten selbst bei Patienten mit
refraktdren Erkrankungen sehr hohe Ansprechraten erreicht werden. Diese
vielversprechenden Ergebnisse und das Verstandnis der zugrundeliegenden
Krankheitsmechanismen wecken Hoffnungen auf eine Heilung dieser Erkrankung in
der Zukunft.

14. Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Die ALL ist eine vergleichsweise seltene, meist sehr aggressive Form der Leukamie
mit etwa 1,5/100.000 Neuerkrankungen pro Jahr. Jungen und Manner erkranken
etwas haufiger, etwa 60% der Patienten sind jinger als 20 Jahre.3 Die Diagnose wird
meist durch Zytomorphologie und Immunphanotypisierung aus peripherem Blut oder
Knochenmark gestellt. Anhand von Oberflachenmarkern kann zwischen B- und T-ALL
unterschieden werden. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung werden die
allermeisten erwachsenen ALL-Patienten in Deutschland in den multizentrischen
Studien der German Multicenter Study Group on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia
(GMALL) mit einem komplexen, intensiven Chemotherapie-Konzept kombiniert mit
Strahlentherapie mit oder ohne allogener Stammzelltransplantation (SZT) behandelt.
Von entscheidender therapeutischer Bedeutung sind die Risikostratifikation und das
Monitoring des Ansprechens auf die Behandlung.? Die Risikostratifikation der GMALL
richtet sich nach klinischen, zytogenetischen und MRD-Verlaufsparametern und ist in

Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1

Hohe Leukozytenzahl | > 30.000/pl bei B-Vorlaufer-ALL

Subtyp pro B, early T, reife T
Spate CR > 3 Wo (nach Induktion II)
Fusionsgen (9;22) - BCR-ABL

t(4;11) - ALL1-AF4




Minimale Hohes MRD-Niveau nach Frihkonsolidation oder MRD-
Resterkrankung Anstieg unter Therapie

Im Rahmen der GMALL Studien erfolgen eine zentrale Erfassung der minimalen
Resterkrankung (MRD) und eine entsprechende Modifikation der
Behandlungsempfehlung. Bei erwachsenen Patienten mit einer Hochrisiko-
Konstellation wird, soweit moglich nach Erreichen eines negativen MRD-Befunds, eine
allogene SZT durchgeflhrt. In den letzten Jahren konnten vor allem durch die
monoklonalen Antikdrper Blinatumomab und Inotuzumab bei Patienten mit refraktarer

oder rezidivierter Erkrankung Fortschritte in der Behandlung erzielt werden.

1.5. Akute myeloische Leukamie (AML)

Mit einer Inzidenz von drei Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr liegt die
AML in ihrer Haufigkeit zwischen ALL und CLL. Das mediane Erkrankungsalter liegt
bei 63 Jahren. Ahnlich wie bei der ALL erkranken etwas mehr Manner als Frauen
(1,4:1). Der Verlauf der Erkrankung kann sehr variabel sein. Wahrend die de novo AML
haufig aggressiv voranschreitet, konnen die sekundare AML, die z.B. aus einem
myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder einer primaren Myelofibrose (PMF)
entsteht, einen langsamen klinischen Verlauf zeigen. Die Behandlung besteht seit
mehreren Jahrzehnten malgeblich aus einer Chemotherapie bestehend aus
Cytarabin und einem Anthrazyklin. Patienten mit hohem Risikoprofil wird eine SZT
empfohlen. Auf diese Weise kdnnen etwa 40% der Patienten unter 60 Jahre und etwa
15% der Patienten tber 60 Jahre geheilt werden.* Etwa 20% der Patienten sind bereits
auf die Initiale Behandlung refraktar und erreichen keine Remission. Fur diese
Patienten bestehen derzeit keine effektiven Behandlungskonzepte. Ein weiteres
Problem stellen Rezidive der Erkrankungen dar. Bei refraktarer oder rezidivierter AML
kann aktuell alleine eine SZT eine Heilung erreichen. Die Prognose ist in diesen Fallen
jedoch sehr schlecht. Molekulare Risikoparameter, die mittels Zytogenetik oder
Sequenzierung identifiziert werden, sind inzwischen in der Routine-Diagnostik dieser

Erkrankung verankert.



2. Molekulare Charakterisierung der CLL

2.1. Hintergrund

Auf molekularer Ebene lasst sich die CLL in zwei Untergruppen anhand des
Mutationsstatus der variablen Region der schweren Kette der Immunglobulin-Gene
(IGHV) einteilen.! Das Vorliegen eines mutierten IGVH-Status ist in der Regel mit
einem gunstigen klinischen Verlauf assoziiert. Ferner finden sich bei etwa 80% der
Patienten mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) Kopienzahl-
veranderungen der Chromosomen oder bestimmter Teilbereiche. Mit etwa 60% ist
eine Deletion auf Chromosom 13 (del(13q)) die haufigste beobachtete genetische
Aberration.” Weitere Veranderungen sind Deletionen von Chromosom 11 (del(11q))
(Haufigkeit ~20%) und 17 (del(17p)) (Haufigkeit <10%) sowie eine Trisomie 12
(Haufigkeit ~15%)." Die chromosomalen Veranderungen haben prognostische
Bedeutung. Patienten mit einer del(13q) haben eine relativ gunstige Prognose
wahrend Patienten mit einer del(17p) eine deutlich unglnstigere Prognose aufweisen.
Zudem konnten durch den Einsatz von Sequenzierungstechniken im
Hochdurchsatzverfahren rekurrente Mutationen vor allem in NOTCH1 und SF3B1

(Haufigkeit jeweils ~10%) nachgewiesen werden.’

Aufgrund des ausgesprochen heterogenen Krankheitsverlaufs besteht in der
Behandlung der CLL ein groRer Bedarf an Modellen zur Vorhersage des
Krankheitsverlaufs.  Kirzlich wurden im Rahmen eines internationalen
Kollaborationsprojekts 8 Phase IlI-Studien mit insgesamt 3472 unbehandelten CLL-
Patienten aus Frankreich, Deutschland, GroRbritannien, Polen und den USA
hinsichtlich prognostischer Biomarker gemeinsam ausgewertet.® Das Ergebnis, der
International Prognostic Index for patients with CLL (CLL-IPI), setzt sich aus den
Variablen Alter, Ausbreitungsstadium, Beta2-Mikroglobulin, IGVH-Status und
Aberrationen von TP53 (Deletion und oder Mutation) zusammen.®> Der CLL-IPI wurde
an mehreren weiteren internationalen Patientenkollektiven validiert.> Es konnen vier
Risikogruppen mit hoch signifikanten unterschiedlichen 5-Jahres-Uberlebensraten von
93%, 79%, 63% und 23% unterschieden werden.® Eine wichtige Einschrankung des
CLL-IPI ist, dass er nicht an Patientenkollektiven, die mit aktuellen zielgerichteten

Substanzen wie z.B. Ibrutinib behandelt wurden, validiert ist.



2.2. Eigene Arbeiten

e Herold T et al.: An eight-gene expression signature for the prediction of
survival and time to treatment in chronic lymphocytic leukemia. Leukemia,
2011

e Herold T et al.: Expression analysis of genes located in the minimally deleted
regions of 13914 and 11q22-23 in chronic lymphocytic leukemia-unexpected
expression pattern of the RHO GTPase activator ARHGAP20. Genes
Chromosomes Cancer, 2011

e Herold T et al.: High expression of MZB1 predicts adverse prognosis in
chronic lymphocytic leukemia, follicular lymphoma and diffuse large B-cell
lymphoma and is associated with a unique gene expression signature. Leuk
Lymphoma, 2013
2.2.1. Entwicklung einer auf Genexpression basierten Signatur zur Vorhersage

des Gesamtiberlebens fur Patienten mit CLL

Wie bereits unter 2.1. beschriecben besteht aufgrund des heterogenen
Krankheitsverlaufs bei Patienten mit CLL ein groer Bedarf an Modellen, die eine
Vorhersage des klinischen Verlaufs erlauben. Wir nutzten Affymetrix Microarray Daten
von 151 CLL-Patienten, um einen auf Genexpression basierten prognostischen Score
zur Vorhersage der Zeit bis zur Behandlungsbedurftigkeit und dem Gesamtiberleben
zu erstellen. Durch einen komplexen Prozess unter Verwendung von bootstrapping
und principal component Analyse entwickelten wir nach Praselektion von besonders
effizienten Genexpressionsvariablen eine Signatur bestehend aus 8 Genen
(Prognostic Score 8; PS.8). Der Score wird als kontinuierliche Variable aus der Summe
der mit spezifischen Gewichten multiplizierten Expressionsdaten berechnet. Die
Validierung erfolgte in einem unabhangigen Kollektiv von 149 Patienten, in dem die
Genexpression mittels gRT-PCR bestimmt wurde. Durch die Aufteilung der Patienten
in eine Hochrisiko-Gruppe und Niedrigrisiko-Gruppe (héchstes und niedrigstes Score-
Quintile) sowie eine Intermediare-Gruppe (uUbrige Patienten) konnte eine hoch
signifikante Diskriminierung in drei Risikogruppen erzielt werden (Abbildung 1). In
multivariaten Analysen war PS.8 die dominierende Variable fur die Vorhersage der Zeit
bis zur Notwendigkeit einer Therapie sowie mit Alter und der 17p Deletion die einzig
signifikante Variable zur Vorhersage des Gesamtlberlebens. PS.8 zeigte auch in
multiplen Subgruppen wie Patienten mit der Erstdiagnose einer CLL, einem fruhen
Erkrankungsstadium (Binet A) sowie bei Patienten mit Hoch- bzw. Niedrigrisiko-CLL

(kategorisiert nach FISH und IGVH-Status) eine hochsignifikante Auftrennung.



Abbildung 1: Kaplan Meier Kurve von Patienten mit CLL. Die linke Kurve zeigt die
Auftrennung des Genexpressionsscores PS.8 hinsichtlich des Gesamtuberlebens
(p<0.001). Die rechte Kurve stellt den Verlauf bis zur Notwendigkeit einer Therapie
dar (p<0.001).
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2.2.2. Genexpressionsanalyse der deletierten Regionen 13914 und 11922-23
bei Patienten mit CLL

Bei Patienten mit CLL zeigen sich in mehr als 60% der Falle Deletionen der Regionen
13914 und/oder 11922-23." Wahrend in der 13q14 Region die Deletion von zwei Micro-
RNA'’s als pathogenetisch relevante Veranderung identifiziert wurde, war die Rolle der
Deletion 11g22-23 weitgehend unklar." In vorausgegangenen Arbeiten wurde
hervorgehoben, dass Teile der deletierten Regionen beider Chromosomen sich aus
einer begrenzten, konservierten, chromosomal gemeinsamen Region im Rahmen der
Evolution entwickelt haben.® Wir nutzen daher unseren bereits unter 2.2.1.
beschriebenen Genexpressionsdatensatz, um die differentielle Genexpression dieser
von Deletionen betroffenen Regionen bei CLL Patienten genauer zu untersuchen.
Mittels dem MicroArray Chromosome Analysis Tool (MACAT) gelang es uns, die
regionale Genexpression weiterflihrend zu analysieren (Abbildung 2). Hierdurch Iasst
sich die verminderte Expression der Gene in den betroffenen Regionen grafisch
darstellen. Die verminderte Genexpression wird mit der gene dosage Hypothese
erklart, welche besagt, dass durch die verminderte Anzahl an Allelen weniger
transkribierte Produkte entstehen. Dieser Effekt lasst sich natlrlich nur bei
abgelesenen Genen nachweisen und kann sehr unterschiedlich ausgepragt sein.

Paradoxerweise zeigte das Gen ARHGAP20, welches sich in der deletierten Region
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11922-23 befindet, keine verminderte, sondern im Gegenteil eine signifikant

gesteigerte Expression.

Abbildung 2: Darstellung der lokalen Genexpression auf den Chromosomen 13
und 11. Einzelne Expressionsdaten sind durch Punkte dargestellt. Regionen mit
signifikant verminderter Genexpression zeichnen sich durch eine Uberschreitung
des grauen Konfidenzbandes aus. Die signifikant (gelbe Punkte) vermindert
exprimierten Regionen 13914 und 11q22-23 sind markiert. Das Gen ARHGAP20 ist
mit einem Pfeil markiert.

Human chromosome 11

Human chromosome 13 ’ \A

Interessanterweise handelt es sich hierbei um eines der Gene, die z.B. noch bei
Zebrafischen zusammen mit einigen Genen der 13q14 Region in einer
chromosomalen Region lokalisiert sind. Um zu belegen, dass ARHGAP20 sich auch
tatsachlich in der minimal deletierten Region befindet nutzten wir 6ffentlich zugangliche
SNP-Datensatze. Hierdurch konnten wir belegen, dass ARHGAP20 tatsachlich in der
Regel von der Deletion 11922-23 betroffen ist (Abbildung 3).

In weiterfUhrenden Analysen konnten wir zeigen, dass auch bei Patienten mit einer
13914 Deletion ein vergleichbares Expressionslevel von ARHGAP20 zu verzeichnen
ist. Die Ergebnisse fur beide chromosomale Regionen konnten zudem mittels qRT-
PCR an einem unabhangigen Patientenkollektiv bestatigt werden. Dieses als Syntenie
bezeichnete Muster zweier auf den ersten Blick getrennter chromosomaler Regionen
deutet auf einen evolutionar konservierten, gemeinsamen Regulierungsmechanismus

beider bei der CLL haufig betroffenen Regionen hin.
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Abbildung 3: Darstellung der Kopienzahlveranderung auf Chromosom 11 bei
Patienten mit Nachweis einer 11q22-23 Deletion. Das Gen ARHGAP20 befindet
sich in >90% der Falle im Bereich der betroffenen Region.

11q deletion in 28 CLL patients
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2.2.3. Die hohe Expression von MZB1 ist mit einem ungunstigen klinischen
Verlauf bei Patienten mit CLL, FL und DLBCL assoziiert

Da es sich bei Genen der unter 2.2.1. beschriebenen Signatur um zum Teil wichtige
Marker von zellularen Signalwegen wie Proliferation und Adhasion handelte,
analysierten wir die Rolle dieser Gene in weiterfUuhrenden Arbeiten in anderen
hamatologischen Erkrankungen. Wir nutzten hierzu die in &ffentlichen Datenbanken
hinterlegten Expressionsdaten von Patienten mit AML, Multiplem Myelom, follikularem
Lymphom (FL) und diffus gro3zelligem B-Zell-Lymphom (DLBCL). Wir konnten zeigen,
dass ein Signatur-Gen (MZB1) nicht nur bei Patienten mit CLL prognostische
Bedeutung besitzt, sondern auch bei Patienten mit FL und DLBCL. Im Falle des
DLBCL konnte sogar eine zusatzliche Vorhersagekraft zur molekularen Klassifikation
in den germinal center B-cell-like (GCB) Subtyp und den activated B-cell-like (ABC)
Subtyp gezeigt werden (Abbildung 4). Allerdings war dieser Effekt nur in der
Subgruppe ohne Rituximab-Therapie signifikant. Ein Grund hierfir kénnte die geringe
Zahl an Todesfallen in der R-CHOP-Gruppe im Vergleich zu der mit CHOP
behandelten Patientengruppe sein (26% vs. 58%). Nach wie vor handelt es sich bei
MZB1 unseres Wissens nach um den bisher einzigen beschriebenen

Genexpressionsmarker, der eine prognostische Signifikanz hinsichtlich des
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Abbildung 4: Kaplan Meier Kurve von Patienten mit CLL, FL und DLBCL. A zeigt
das Gesamtlberleben von unbehandelten CLL-Patienten; B stellt die Zeit bis zur
Notwendigkeit einer Behandlung dar. C und D stellen das Gesamtluberleben von

Patienten mit FL und DLBCL dar.

Gesamtuberlebens in verschiedenen Lymphom-Subgruppen zeigt. Das Ergebnis

zeigt, dass bei Krankheiten mit unterschiedlichem Erscheinungsbild teilweise ahnliche

pathogenetische Mechanismen beteiligt sind.
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2.3. Diskussion und Ausblick

Die Analyse von Genexpressionsdaten ist bei Lymphomen durch die
Weiterentwicklung der Sequenzierungstechniken in den letzten Jahren in den
Hintergrund gerlckt. Nach wie vor stellen sie aber eine Mdglichkeit dar, komplexe
biologische Regelkreise aufzudecken. Im Hinblick auf die therapeutischen
Moglichkeiten haben sich durch die vor allem in der Therapie der CLL neu
zugelassenen, zielgerichteten  Substanzen zum  Teil aulergewdhnliche
Veranderungen ergeben. Speziell durch die Zulassung des BTK-Inhibitors Ibrutinib
und des BCL2-Inhibitor Venetoclax haben sich fir Patienten mit CLL hier
vielversprechende und vergleichsweise nebenwirkungsarme neue Moglichkeiten der
Behandlung erdffnet. In wie weit diese neuen Therapien jedoch auch in der
Langzeitanwendung ihre Sicherheit beweisen und welche Variablen in Zukunft fur die
Vorhersage der Prognose relevant sein werden, ist aktuell noch nicht abzusehen.
Letztendlich wecken jedoch die Fortschritte im Verstandnis der Erkrankung und der

Wirksamkeit der neuen Substanzen Hoffnungen auf weitere Fortschritte in der Zukunft.
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3. Molekulare Charakterisierung der ALL

3.1. Hintergrund

Die ALL ist eine sehr heterogene Erkrankung und auf molekularer Ebene sehr haufig
durch das Vorliegen von verschiedenen Fusionsgenen charakterisiert.” Zusatzlich
zeigen sich sehr haufig Veranderungen der Kopienzahl von Genen wie etwa IKZF1

und rekurrente Mutationen in Genen wie z.B. NOTCH1.”

In den letzten Jahren wurde zunachst bei Kindern eine neue ALL-Subgruppe
beschrieben, die aufgrund der Ahnlichkeit auf der Ebene der Genexpression zu
Patienten mit BCR-ABL1-Translokation als BCR-ABL1-like oder Philadelphia(Ph)-like
bezeichnet wurde.? Bei dieser Subgruppe, die bei jungen Erwachsenen bis zu ca. 30%
der B-Vorlaufer-ALL-Patienten ausmacht,® finden sich gehauft molekulare
Veranderungen, die einer zielgerichteten Therapie zuganglich sind.® Es konnte gezeigt
werden, dass dieselben Tyrosinkinaseinhibitoren, die auch bei Patienten mit BCR-
ABL1-Translokation verwendet werden, auch andere Fusionsgene wie etwa RCSD1-
ABL2 inhibieren konnen. Da es sich aber um ein heterogenes Spektrum von
Translokationen einer ganzen Reihe von Zielgenen mit einer Vielzahl an moglichen
Translokationspartnern und zusatzlich noch variablen DNA-Bruchpunkten handelt, war
eine Routinediagnostik dieser Veranderungen bisher selbst in hoch spezialisierten
Laboren nicht moglich. Aufgrund der therapeutischen Implikationen besteht ein groRes
Interesse an entsprechenden Analyseverfahren. Tabelle 2 stellt die bisher gefundenen

Translokationen und Behandlungsoptionen dar.

Tabelle 2
Haufiges Fusionsgen | Moglicher Fusionspartner Mégliche therapeutische Option
ABL1 ETV6, NUP214, RCSD1,|Dasatinib (oder anderer TKI)
RANBP2, SNX2, ZMIZ1
ABL2 RCSD1, ZC3HAV1, PAG1 Dasatinib (oder anderer TKI)
CRLF2 IGH, P2RY8 Ruxolitinib
CSF1R SSBP2 Dasatinib (oder anderer TKI)
DGKH ZFAND3 Unbekannt
EPOR IGH, IGK Ruxolitinib
IL2RB MYH9 JAK1/JAKS Inhibitor
JAK2 PAX5, ATF7IP, EBF1, BCR,|Ruxolitinib
ETV6, SSBP2, TERF2, TPR,
PPFIBP1, STRN3, OFD1
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LYN NCOR1 Dasatinib (oder anderer TKI)

NTRK3 ETV6 Crizotinib

PDGFRB EBF1, ATF7IP, ZEB2, SSBP2, | Dasatinib (oder anderer TKI)
TNIP1

PTK2B KDMG6BA, STAG2 FAK Inhibitor

TSLP IQGAP2 Ruxolitinib

TYK2 MYB Ruxolitinib

3.2. Eigene Arbeiten

e Herold T et al.: Ph-like acute lymphoblastic leukemia in older adults. N Engl J
Med, 2014

e Herold T et al.: Philadelphia chromosome-like acute lymphoblastic leukemia in
adults have frequent IGH-CRLF2 and JAK2 mutations, persistence of minimal
residual disease and poor prognosis. Haematologica, 2016

e Herold T et al.: Philadelphia-Like Acute Lymphoblastic Leukemia in Adults. Curr
Oncol Rep, 2017

3.2.1. Inzidenz der Ph-like-ALL bei erwachsenen Patienten

In Zusammenarbeit mit der deutschen ALL-Studiengruppe (GMALL) unter Leitung von
Frau Dr. Nicola Gokbuget und in Kollaboration mit der Berliner Arbeitsgruppe um Frau
Prof. Dr. Claudia Baldus gelang es uns, ein Kollektiv von 207 homogen, im Rahmen
der GMALL-Studien behandelten erwachsenen B-Vorlaufer-ALL-Patienten mittels
Affymetrix Microarray basierter Genexpressionsanalysen hinsichtlich der relevanten

Subgruppen und insbesondere auch der Ph-like-ALL-Subgruppe zu klassifizieren.

Eine besondere Schwierigkeit in der Zuordnung von ALL-Patienten zur Ph-like-
Subgruppe liegt in der auf Genexpressionsanalysen beruhenden derzeitigen
Klassifikation begrindet. Der Ph-like Subtyp wird ausschliel3lich bei Patienten mit B-
Vorlaufer-ALL beobachtet. Translokationen der Gene von KMT2A, ETV6-RUNX1 oder
TCF3-PBX1 kommen nie vor. Die Ph-like-Subgruppe zeigt ein mit Patienten mit BCR-
ABL1-Translokation verwandtes Expressionsprofil ohne jedoch diese Translokation
aufzuweisen. Die Ahnlichkeit entsteht durch heterogene genetische Veranderungen,
z.B. Translokationen von CRLF2 oder ABL2, die eine mit der BCR-ABL1-Translokation

verwandte Expressionsveranderung hervorrufen.

16



60 Als erste  Arbeitsgruppe
50 . weltweit konnten wir durch die

Analyse von 204

D
o

—e—Ph-like ALL (Us | Genexpressionsprofilen  von
cohort)
—e— Ph-like ALL

(German cohort) | 84 Jahre) mit B-Vorldufer-
--®-- Ph-positive ALL
(US cohort) ALL, die im Rahmen von

--®-- Ph-positive ALL ,

(Gefﬁiﬁvfohod) GMALL-Studien behandelt
wurden, zeigen, dass die
1-9 10-1516-2021-3940-5556-84 Inzidenz der Ph-like-ALL bei

Age (years) nord-europaischen Patienten

Percentage
w
=}

erwachsenen Patienten (16-

N
o

Adults

z =
g &
= —
e} o
= =

=
(@) O

Adolescent
Older adults

Young adults

Abbildung 5: Altersabhangige Inzidenz der Ph-like und Ph-positiven-Subgruppen
in US- und GMALL-Kohorten. Die Inzidenz zeigt ein Maximum bei jungen
Erwachsenen.

einen glockenférmigen Verlauf zeigt (Abbildung 5). Die Inzidenz ist mit ca. 19-27%
aller Patienten mit B-Vorlaufer-ALL bei heranwachsenden und jungen Erwachsenen
am hochsten und fallt mit steigendem Alter im Verlauf ab. Dies bestatigte zum einen
unabhangig die Daten einer amerikanischen Arbeitsgruppe und ermdglichte zum
ersten Mal eine Einschatzung der Frequenz der Ph-like-Subgruppe bei alteren ALL-
Patienten.® Aktuellere Daten deuten neben der altersabhangigen Inzidenz zusatzlich
auf einen herkunftsspezifischen Effekt hin. Amerikanische Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass die Ph-like-Subgruppe gehauft bei Patienten mit hispanoamerikanischer
oder spanischer Herkunft auftritt.'® Warum es hier eine scheinbare Pradisposition gibt,

ist derzeit noch unklar und Gegenstand aktueller Untersuchungen.

3.2.2. Prognose und molekulare Charakteristika erwachsener Ph-like-ALL-

Patienten

In AnknlUpfung an die Vorarbeiten, die unter 3.2.1. beschrieben sind, fUhrten wir
weitere Analysen an dieser homogenen ALL-Patientenkohorte durch. Insbesondere
wurden Ph-like-Patienten und Patienten ohne bekannte Translokation hinsichtlich
rekurrenter genetischer Aberrationen mit FISH, multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) zur Detektion von Kopienzahlveranderungen und gezielter DNS-

Sequenzierung fur 131 Zielgene weiterfUhrend molekular untersucht. Des Weiteren
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wurden die Analysen durch die klinischen Daten der GMALL und die Daten zur MRD
erganzt. Durch diese Arbeiten gelang es uns erstmals, ein homogen und nach
aktuellen Therapieschemata behandeltes Kollektiv von erwachsenen Ph-like-ALL-
Patienten weiterfUhrend zu charakterisieren. Wir konnten zeigen, dass die
Ansprechraten der Patienten mit Ph-like-ALL zwar vergleichbar der anderer Patienten-
Subgruppen waren, es jedoch gehauft zu zum Teil sehr raschen Rezidiven kommt,
welche fur die schlechte Prognose der Patienten verantwortlich sind. Ebenfalls als
erste Arbeitsgruppe konnten wir nachweisen, dass hier die Bestimmung von MRD bei

erwachsenen Patienten zur Detektion der Risikogruppe von groRter Wichtigkeit ist.

Die molekularen Untersuchungen der Ph-like-Subgruppe zeigten im Vergleich zu
anderen B-Vorlaufer-ALL-Patienten ein dem bei Kindern ahnliches beobachtetes
Spektrum an Kopienzahlveranderungen und Mutationen (Abbildung 6). Wir konnten
jedoch nachweisen, dass die Frequenz von JAK2-Mutationen bei alteren Patienten
signifikant zunimmt. Ahnlich wie die Frequenz von IKZF1-Deletionen scheint hier eine

altersabhangige Verteilung vorzuliegen.
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3.3. Diskussion und Ausblick

Karzlich konnte durch eine Arbeitsgruppe um Prof. Charles Mullighan (St. Jude, USA)
eine alle Altersgruppen umfassende Analyse von Patienten mit Ph-like-ALL publiziert
werden.!" Diese Arbeit bestatigte in groRen Teilen unsere Ergebnisse. Wichtigster
Unterschied zwischen den amerikanischen und nordeuropaischen Studienkollektiven
scheint eine hohere Frequenz der Ph-like Subgruppe in den US-Kollektiven aufgrund
einer Haufung bei Patienten mit hispanoamerikanischer oder spanischer Herkunft zu
sein. Dies fuhrt vermutlich zu der beobachteten verminderten Fallzahl in den
Studienkollektiven der GMALL. Die intensiven molekulare Analysen an inzwischen
mehr als 2000 ALL-Patienten haben das Verstandnis der molekularen Grundlage der
ALL erweitert.’”? Es fanden sich zahlreiche, durch zielgerichtete Medikamente
behandelbare genetische Verdnderungen.”® Einen Uberblick gibt Tabelle 2.2 Die
derzeitige Schwierigkeit besteht darin, die Detektion dieser Veranderungen in die
klinische Routine zu integrieren. Aufgrund heterogener Bruchpunkte und zahlreicher
beteiligter Gene sind bisherige Routineverfahren wie PCR und FISH nicht geeignet,
um eine Diagnose aller Veranderungen zu erlauben, die einer zielgerichteten Therapie
zuganglichen waren. Andererseits sind Verfahren wie RNA-Sequenzierung noch nicht
im klinischen Routinealltag etabliert. Zahlreiche Studien wurden initiiert (unter anderem
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02723994, NCT02420717), um ein verbessertes
Therapieansprechen bei Patienten mit Ph-like-ALL zu prifen. Diese Ergebnisse
werden den Stellenwert der ausgedehnten molekularen Charakterisierung und deren
zukiinftige Rolle im klinischen Alltag aufzeigen. Einen Uberblick Uber den
gegenwartigen Stand der Forschung und deren Implikationen in der klinischen Praxis

konnten wir in einem Review kirzlich veroffentlichen.?
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4. Molekulare Charakterisierung der AML

4.1. Hintergrund

Die AML gilt aus vielerlei Griinden als eine molekulare Modellerkrankung und viele
inzwischen alltagliche Verfahren oder Veranderungen wurden hier erstmals
angewandt oder beschrieben. Einer der Grunde hierfur ist, dass die Tumorzellen
vergleichsweise einfach durch eine Abnahme von peripherem Blut gewonnen werden
kénnen. Zudem gelang es vergleichsweise frih, diese Zellen auch ex vivo in Teilung
zu bringen. Hierdurch waren die Entdeckungen der ersten Fusionsgene durch Prof.
Janet D. Rowley in den siebziger Jahren mdglich. Die erste Genomsequenzierung
eines Tumors (berhaupt wurde an AML-Zellen 2008 durchgefiihrt.”® In Folge dieser
Pilotstudien konnten in den letzten Jahren zunachst durch grofl3e Konsortien groRere
Patientenkollektive mittels der Hochdurchsatzsequenzierung analysiert werden.'
Aktuell geht man davon aus, dass sich im Median bei AML-Patienten 13 nicht-
synonyme Mutationen finden.™ Dies ist im Vergleich mit anderen Tumoren wie etwa
dem Pankreaskarzinom eine eher geringe Anzahl an Veranderungen. Dennoch stellt
sich die AML als heterogene Erkrankung sowohl klinisch, als auch molekular dar. Dies
liegt an der Vielzahl der betroffenen Gene sowie deren vielfaltigen
Kombinationsmoglichkeiten. Fur die klinische Forschung sind vor allem zwei Punkte
von besonderer Relevanz. Erstens kdnnen die molekularen Besonderheiten der AML
fur die Vorhersage der Prognose der Erkrankung genutzt werden und zweitens zeigt
sich, dass die Veranderungen der Erkrankung zwar komplex und heterogen, jedoch
nicht unendlich sind. Hierdurch bietet sich die Mdglichkeit, spezifische Therapien zu

entwickeln.

4.2. Eigene Arbeiten

Ausgewahlte eigene Publikationen:

e LiZ* Herold T*, He C*: Identification of a 24-gene prognostic signature that
improves the European LeukemiaNet risk classification of acute myeloid
leukemia: an international collaborative study. J Clin Oncol, 2013
*geteilte Erstautorenschaft

e Herold T et al.: Isolated trisomy 13 defines a genetically homogenous AML
subgroup with high frequency of mutations in spliceosome genes and poor
prognosis. Blood, 2014.
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e Herold T et al.: Acute Myeloid Leukemia with Del(9q) is Characterized by
Frequent Mutations of NPM1, DNMT3A, WT1 and Low Expression of TLE4.
Genes Chromosomes Cancer, 2016.

e Ng SW et al.: A 17-gene stemness score for rapid determination of risk in
acute leukaemia. Nature, 2016

e Metzeler KH et al.: Spectrum and prognostic relevance of driver gene
mutations in acute myeloid leukemia. Blood, 2016
4.2.1. Entwicklung eines auf Genexpression basierenden prognostischen

Scores zur Vorhersage des Gesamtuberlebens bei Patienten mit AML

Die AML ist eine prognostisch und biologisch heterogene Erkrankung.' Die grofte
prognostische Aussagekraft Uber den Krankheitsverlauf hat neben dem Alter und dem
Ansprechen auf die Behandlung das Ergebnis der zytogenetischen Untersuchung
sowie einige AML typische Mutationen (zusammengefasst in der European
LeukemiaNet (ELN) Genetic Classification).’™ Konnen in den ginstigsten
Risikogruppen noch Heilungsraten von >50% auch bei alteren Menschen erzielt
werden, so sind die Uberlebenschancen bei Patienten mit ungiinstigem Risikoprofil
gering."® Durch die Identifikation AML-typischer Mutationen wie z. B. FLT3, NPM1 und
CEBPA (die in die ELN-Klassifikation von 2010 Eingang gefunden haben) konnte eine
deutliche Verbesserung der Risikoklassifizierung von Patienten mit AML ohne
zytogenetische Aberrationen erreicht werden.' Durch die Entwicklung und
Verbreitung der DNA-Sequenzierung im Hochdurchsatzverfahren wurden zahlreiche
weitere Mutationen bei AML Patienten identifiziert.'* Hierzu gehéren Mutationen in
IDH1%4, IDH2'4, TP53%4, DNMT3A6, RUNX1', TET2'” oder ASXL1'8. Im Durchschnitt
liegen 13 nicht-synonyme Varianten bei einem AML Patienten vor.' Hiervon betreffen
etwa funf Varianten haufig bei AML Patienten mutierte Gene.'* Inwiefern diese Vielzahl
von Mutationen Eingang in neue Risikoklassifikationen gewinnen werden, ist noch
nicht abzuschatzen. Neuere Publikationen schlagen eine auf die Mutationsanalyse
beschrankte Analyse zur Risikovorhersage vor.'® Diese Modelle erfordern jedoch noch
weitere Validierung. Ob durch bestimmte Mutationen wie z.B. TP53, RUNX1 oder
ASXL1 eine sichere Vorhersage des klinischen Verlaufs moglich sein kénnte, ist

derzeit ebenfalls noch unklar.

Eine Erganzung bzw. eine Alternative gegenuber der Mutationsanalyse einzelner
Gene stellt die Genexpressionsanalyse dar. Mit ihr ist es aktuell moglich, innerhalb

kiirzester Zeit nahezu alle kodierenden und auch zahlreiche nicht kodierenden RNAs
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gleichzeitig zu analysieren. Im Gegensatz zur reinen Sequenzierungsanalyse bilden
Genexpressionsdaten auch epigenetische Veranderungen ab und kénnen zudem als
Surrogat fur bisher unbekannte Mutationen, unter anderem auch in regulatorischen
Sequenzen dienen. Genexpressionsanalysen erlauben Ruckschlisse auf vorliegende
Mutationen und sind zum Teil in der Lage, die Mutationsanalysen in Hinblick auf
prognostische Aussagen zu Ubertreffen.?%2! Genexpressionsanalysen wurden bereits
erfolgreich zur Etablierung von prognostischen Scores zur Risikoklassifikation
eingesetzt. So konnten Metzeler et al. mittels einer 66 Gene umfassenden Signatur
eine signifikante Verbesserung der Vorhersage des Gesamtliberlebens bei Patienten

mit AML ohne zytogenetische Veranderungen zeigen.??

Im Rahmen einer internationalen Kooperation mit HOVON (Hemato-Oncologie voor
Volwassenen Nederland), AMLSG (Deutsch-Osterreichische Studiengruppe Akute
Myeloische Leukamie) und CALGB (The Cancer and Leukemia Group B, USA) konnte
unsere Arbeitsgruppe (Acute Myeloid Leukemia Cooperative Group, AMLCG) durch
die Integration einer Gensignatur in die damalige ELN-Klassifikation von 2010 eine
Verbesserung der prognostischen Vorhersage demonstrieren.?3 Dies gelang durch die
Analyse von sogenannten Expressions-Arrays. Hier erfolgt die Analyse von mehreren
tausend Genexpressions-Markern parallel. Eine besondere Schwierigkeit stellte in
diesem Projekt die Verwendung zahlreicher verschiedener Analyseplattformen mit
unterschiedlichem Proben-Design  dar. Durch unsere  amerikanischen
Kollaborationspartner wurde auf verschiedenen kleineren Plattformen eine
prognostische Genexpressionssignatur erstellt. Diese wurde dann von uns und den

anderen beteiligten Studiengruppen unabhangig validiert.

Die AMLCG flihrte eine der gréfdten Studien zur Behandlung der AML durch (AMLCG-
1999 Studie).?* Alle Patienten erhielten eine Standardbehandlung mit Cytarabin und
einem Anthrazyklin. An einer Subgruppe (562 Patienten, Querschnitt der
Studienpopulation) wurden Genexpressionsprofile (Affymetrix HGU 133 A&B und Plus
2.0) bei Erstdiagnose bestimmt. Diese Genexpressionsdaten wurden verwendet, um
die Patienten anhand der durch die Genexpression modifizierten integrierten
Klassifikation in Risikogruppen einzuteilen. Sowohl fur die Gesamtkohorte der
Patienten als auch fir die Subgruppe der Patienten >60 Jahre konnten wir eine
Verbesserung der Risiko-Vorhersage im Vergleich zur ELN Klassifikation von 2010

nachweisen (Abbildung 7).
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4.2.2. Charakterisierung seltener molekularer Subgruppen

Wie unter 4.1. und 4.2.1 beschrieben entfallt etwa die Halfte aller bisher gefundenen

Mutationen auf Gene, von denen heute bekannt ist, dass sie bei der AML gehauft von

Veranderungen betroffen sind. Hiervon lasst sich eine kleine Gruppe von etwa 10

Genen definieren, die bei mehr als 10% aller AML-Patienten betroffen sind.26 Des

Weiteren gibt es aber eine groRe Anzahl von Genen, die jeweils nur in einem sehr
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kleinen Anteil der Patienten verandert sind. Hieraus ergibt sich eine hohe Anzahl
moglicher Kombinationen von Mutationen und jeder Patient zeigt ein hochgradig

individuelles und spezifisches Mutationsmuster.

Mittels zielgerichteter Sequenzierung von genomischer DNA von 68 Kandidatengenen
bei insgesamt 664 erwachsenen AML-Patienten konnten wir bei Uber 99% aller
untersuchten AML-Patienten eine molekulargenetisch definierte, wahrscheinlich
krankheitsrelevante Veranderung (,Driver Mutation“) finden.?® Interessanterweise
zeigte sich hierbei, dass bestimmte Kombinationen nie und andere haufig gemeinsam
auftreten. Dies bestatigte in Teilen unsere Ergebnisse aus vorherigen Arbeiten, die wir
und andere durch die Charakterisierung von seltenen zytogenetischen Subgruppen

gewonnen hatten.

4.2.2.1. AML-Patienten mit isolierter Trisomie 13

Bei der AML mit isolierter Trisomie 13 handelt es sich um eine ausgesprochen seltene
zytogenetische Subgruppe. Die Inzidenz wird mit 0.7% aller AML-Falle angegeben.
Interessanterweise wurde diese seltene
Subgruppe bereits 1990 und 2007
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Subgruppe ein einzigartiges und hoch Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve

Spezifisches Genexpressionsproﬁ] von Patienten mit AML und isolierter
Trisomie 13 (AML+13) sowie einer

entsprechenden Referenzgruppe mit
dieser Subgruppe ein schlechteres | intermediarem Risikoprofil.

Gesamtuberleben (Abbildung 8). Von zwei Patienten standen uns genetisches

zuordnen. Zudem zeigten Patienten mit

Material von Erstdiagnose und Remission zur Verfigung. An diesen Proben flhrten

wir eine Exom-Sequenzierung durch und suchten dann die gefundenen Varianten
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sowie bekannte rekurrent mutierte Gene
in der AML an einer Kohorte von 16
Patienten mit isolierter Trisomie 13.
Erstaunlicherweise konnten wir neben
der bekannten Assoziation mit RUNX1
eine massive Haufung (ca. 90%) von
Mutationen in Genen des Spliceosomes
(vor SRSF2)
(Abbildung 9). Nahezu alle Patienten

mit einer isolierten Trisomie 13 weisen

allem nachweisen

also neben einer RUNX1-Mutation eine
weitere Mutation in SRSF2 auf. Eine
solche Konstellation lasst sich nur durch
einen kooperativen Effekt der einzelnen

Veranderungen erklaren. Dies ist vor

Abbildung 9: Darstellung der
Verteilung von Mutationen bei Patienten
mit AML+13. Die Pfeile markieren
Patienten mit Exom-Sequenzierung.
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allem deshalb von Bedeutung, da RUNX1 Mutationen mit etwa 15% und SRSF2-

Mutationen mit ca. 10% zu den haufigsten wiederkehrenden Mutationen bei AML-

Patienten gehdren. Ebenso wie bei Patienten mit isolierter Trisomie 13 findet sich hier

eine enge Assoziation beider Mutationen miteinander. Als potentiellen weiteren

Partner dieser kooperativen Veranderungen analysierten wir das Expressionsprofil des

Chromosoms 13. Neben der in der AML bekannten Tyrosinkinase FLT3, welches

vermehrt exprimiert wurde, fanden wir das Gen SPRY2, welches ebenfalls auf

Chromosom 13 liegt und paradoxerweise deutlich vermindert exprimiert wurde

(Abbildung 10).

Abbildung 10: Regionale
Genexpression auf
Chromosom 13. Einzelne
Expressionsdaten sind
durch Punkte dargestellt.
Regionen mit signifikant
verminderter bzw.
gesteigerter  Expression
zeigen ein Uberschreiten
des grauen
Konfidenzbandes. Das
Gen SPRY2 ist mit einem
Pfeil markiert.




SPRY2 ist ein Inhibitor von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Eine drastische Verminderung
der Expression von SPRY2 fluhrt demnach mdglicherweise zu einer verminderten
Bildung des Inhibitors und fuhrt in der Folge zu einer gesteigerten Aktivitat von Tyrosin-
Kinasen, die wiederum, wie im Falle von FLT3, zu einem verstarkten Zellwachstum
fuhren. Diese Hypothese und die Rolle in weiteren AML-Subgruppen werden derzeit

noch in weiteren Experimenten gepruft.

Zusammenfassend sind unsere Analysen an der seltenen AML Subgruppe mit
isolierter Trisomie 13 ein Beispiel, inwiefern seltene, klar definierte Subgruppen zum

Teil Ruckschlusse auf deutlich groRere Patientengruppen zulassen konnen.

4.2.2.2. AML-Patienten mit del(9q)

Bei der del(9q) handelt es sich um eine seltene zytogenetische Veranderung (Inzidenz
ca. 2%), die isoliert oder in Kombination mit einer t(8;21) oder t(15;17) auftreten
kann.'®30 In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass eine t(8;21) als alleinige
genetische Veranderung nicht in der Lage ist, eine AML auszulésen.3' Durch
zusatzliche Veranderungen, wie sie durch die del(9q) hervorgerufen werden, konnte
jedoch eine Transformation der t(8;21) tragenden Zellen in eine AML erreicht werden.3"
Als potentiell verantwortliche Gene in der del(9q) Region konnten TLE1 und TLE4

identifiziert werden.3"

Analog zur Analyse der Patienten mit isolierter Trisomie 13 fUhrten wir bei 5 Patienten
mit verfugbarem Material eine Exom-Sequenzierung durch, um weitere rekurrent
mutierte Gene in der AML zu detektieren. Die identifizierten Kandidaten-Gene und
weitere als rekurrent verandert bei der AML bekannte Gene wurden dann in einer
Kohorte von 26 Patienten mit del(9q) analysiert. Begleitend flhrten wir in zytogenetisch
und molekular definierten Subgruppen Genexpressionsanalysen durch. Erneut fanden
wir in der zytogenetischen Subgruppe der Patienten mit isolierter del(9q) eine
hochgradige Assoziation mit spezifischen genetischen Veranderungen. Es zeigte sich
eine hohe Frequenz von NPM1 Mutationen (71%) und DNMT3A Mutationen (57%)
(Abbildung 11).
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Bisher konnten in keiner AML- | aAppildung 11: Darstellung der Verteilung von

Subgruppe héhere Raten an Mutationen bei Patienten mit del(9q). Die Pfeile
markieren Patienten mit Exom-Sequenzierung;

DNMT3A Mutationen Sterne Patienten mit komplexem Karyotyp.
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Kooperativitat. Da NPM1 und DNMT3A Mutationen generell zu den haufigsten
genetischen Veranderungen bei AML-Patienten gehoren, zeigte sich erneut, dass eine
seltene, homogene, zytogenetisch definierte Subgruppe Ruckschlusse auf die AML als

Ganzes erlaubt.

4.3. Diskussion und Ausblick

Die dargestellten Beispiele spiegeln das Voranschreiten der molekularen Diagnostik
der AML wider. Durch unsere Arbeiten konnten wir unter anderem die Effizienz von
Genexpressionsmarkern in der Risikovorhersage demonstrieren. Hieran angeknupft
wurden von uns Folgeprojekte initiiert, die eine Vorhersage des Ansprechens der
Erkrankung auf die Behandlung auf Basis von Genexpressionsmarker erlauben soll.
Des Weiteren konnten wir zeigen, dass seltene Subgruppen der Erkrankung durch ihre
Homogenitat wichtige Erkenntnisse Uber die Erkrankung als Ganzes vermitteln
konnen. Inzwischen ist die erweiterte molekulare Diagnostik fester Bestandteil der
Diagnosestellung und Therapieempfehlung der AML geworden. Bedauerlicherweise
haben sich die therapeutischen Optionen, die sich im Bereich der CLL oder ALL in den
letzten Jahren entwickelt haben, noch nicht auf die AML Ubertragen lassen.

Hoffnungen ruhen hier auf der Entwicklung von zielgerichteten Medikamenten wie
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IDH-Inhibitoren oder Substanzen zur Restaurierung des natidrlichen Zelltodes
(Apoptose) wie z.B. dem BCL2-Inhibitor Venetoclax. Allerdings werden diese
Behandlungen vermutlich zunachst nur bei Subgruppen von Patienten zum Einsatz
kommen konnen. Daher ist die weitere Optimierung der Behandlungsalgorithmen

anhand der durch die erweiterte molekulare Diagnostik gewonnenen Daten notwendig.
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5. Zusammenfassung und Perspektive

Zusammenfassend zeigen die vorgelegten Arbeiten, wie komplex und vielschichtig die
Pathogenese der Leukamien ist. Obwohl im Erscheinungsbild verschieden und
zahlreiche Gene involviert sind, finden sich ahnliche oder im Falle von z.B. MZB1 auch
identische Befunde in unterschiedlichen Erkrankungen. Diese onkogene
Kooperativitat konnte einen der Schlussel zur besseren Behandlung der Erkrankungen
darstellen. Dies spiegelt sich in dem Trend der letzten Jahre wider, sich von einer
allgemeinen Therapie aller sich rasch teilenden Zellen zu lésen und spezifische
Therapien fur spezifische genetische Veranderungen zu verwenden. So kann zum
Beispiel der JAK2-Inhibitor Ruxolitinib bei Patienten mit einer primaren Myelofibrose
und vermutlich in Zukunft auch bei bestimmten Patienten mit Ph-like-ALL eingesetzt

werden.

Allerdings steht diese Entwicklung noch am Anfang. Eine grol3e Herausforderung ist
hier die Implementierung der bisher meist experimentellen Diagnostik in die klinische
Routine. So kdnnen etwa die zahlreichen Translokationen, die man bei Patienten mit
Ph-like-ALL findet, nicht mittels herkdmmlicher diagnostischer Labortechniken
abgedeckt werden. Aufgrund der therapeutischen Implikationen wird eine Etablierung
aber notwendig werden. Hier hilft der rasante technische Fortschritt mit inzwischen
bereits in der klinischen Routine verfugbaren Hochdurchsatz-
Sequenzierungsverfahren. Diese sind zum Teil auch bereits in aktuellen
Behandlungsempfehlungen wie etwa der ELN 2017 Risikoklassifikation der AML
umgesetzt. Hier wird neben der zytogenetischen Analyse auch die Sequenzierung der
Gene NPM1, FLT3, CEBPA, ASXL1, RUNX1 und TP53 gefordert.

Es ist absehbar, dass weitere Analysen die notwendige Diagnostik komplexer werden
lassen. Dies gilt nicht nur fir hamatologische Erkrankungen sondern auch fir solide
Tumoren wie z.B. Brust- oder Darmkrebs, wo bereits Zulassungsbeschrankungen fir
bestimmte Medikamente und bestimmte genetische Veranderungen bestehen. Neben
diesen rein technischen Aspekten ist die Analyse der gewonnenen hochdimensionalen
Daten eine besondere Herausforderung. Ein gutes Beispiel ist die Suche von
Fusionsgenen in RNA-Sequenzierungsdaten von mehreren Gigabyte. Die

Voraussetzung an Hardware- und passenden Software-Lésungen sowie das
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entsprechende Wissen um die Interpretation dieser Daten flr den klinischen Alltag sind

hier bisher noch unzureichend geléste Probleme.

Festzustellen ist, dass molekulare Diagnostik nur sinnvoll ist, wenn eine Konsequenz
aus ihr gezogen werden kann. Gerade die ungerichtete Sequenzierung grol3er Teile
des Genoms bieten hier zahlreiche ethische und datenschutzrechtliche Probleme. So
konnen naturlich bei der Exom-Sequenzierung der genomischen DNA auch Hinweise
auf ein potentielles Risiko fur weitere Krankheiten wie z.B. Brustkrebs (u.a. BRCA1
und BRCA2), Darmkrebs (u.a. HNPCC) oder Chorea Huntington (Huntingtin) gefunden
werden. Zusatzlich zu diesen ,klassischen® Beispielen steht uns aber auch eine
Vielzahl an kaum zu interpretierenden Veranderungen gegenuber. So kann eine bisher
unbekannte genetische Variante in einem bekannten Onkogen groRe Angste auslésen
und eine Information Uber ein 2% erhdhtes Diabetes-Risiko vollkommen irrelevant

sein.

Bei all diesen Problematiken steht allerdings aulder Frage, dass das Wissen Uber die
maligne Erkrankung und deren zielgerichtete, moglichst nebenwirkungsarme

Behandlung das Ziel der erweiterten molekularen Diagnostik ist.
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8.2.Verzeichnis der bisher abgehaltenen Lehrveranstaltungen

Semester Vorlesungsverzeichnis | Art der Veranstaltung Semesterwochen-
stunden (SWS)

WiSe 2007/08 | 7M1003 Tutorial 54 Einzelstunden

SoSe 2008

WiSe 2008/09

WiSe 2007/08 | 7M1004 Unterricht am Krankenbett 26 Einzelstunden

\?V?g(ea 2882/09 7M1005 Blockpraktikum Innere Medizin 50 Einzelstunden

SoSe 2008

WiSe 2009/10

SoSe 2016 7P0054 Intensivmedizinische Lehrvisite 5-stiindig

WiSe 2016/17

SoSe 2017

WiSe 2013/14 | 7P0071 Seminar: Internistisches Curriculum | 1-stiindig

SoSe 2014 der Med. Kliniken 111,11

SoSe 2015

WiSe 2015/16

SoSe 2016

WiSe 2016/17

SoSe 2017

WiSe 2015/16 | 7M1362 Bedside Teaching Blut und Infektion | 8 Einzelstunden

SoSe 2017

SoSe 2016 7M1363 Seminar Blut und Infektion 12 Einzelstunden

WiSe 2016/17

SoSe 2017

SoSe 2013 7M1364 Tutorial - Organblock Blut 16 Einzelstunden

WiSe 2013/14

SoSe 2014

WiSe 2014/15

SoSe 2015

WiSe 2015/16 | 7M1365 Ubung Patientenorientierte | 5 Einzelstunden
Kommunikation (POK) in Blut und
Infektion

WiSe 2015/16 | 7M1384 Interdisziplinares Tutorial Modul 23 32 Einzelstunden

WiSe 2006/07 7M2800 Longitudinalkurs L-5, U5 | 12 Einzelstunden
interdisziplinarer Untersuchungskurs

WiSe 2009/10 | 7M2801 Untersuchungskurs U5 30 Einzelstunden
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Ich erklare auerdem, dass ich nicht schon zweimal ein Habilitationsverfahren im
gleichen Fach ohne Erfolg beendet habe, mir kein akademischer Grad entzogen
worden ist und auch kein Verfahren gegen mich anhangig ist, das die Entziehung eines

akademischen Grades zur Folge haben kdnnte.

Andechs, den 24. April 2017

Dr. med. Tobias Herold
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