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l. EINLEITUNG

Maligne Neoplasien stellen die zweithdufigste Todesursache in der westlichen
Welt dar. [1] Daher versucht die Forschung seit vielen Jahren die Pathogenese
und molekularen Grundlagen dieser Erkrankungen zu ergrunden. Albert Knudson
lieferte 1971 einen Ansatz dafur, welche Art von genetischen Veranderungen der
Entstehung von Krebs zu Grunde liegen koénnte. In seiner Two-Hit Hypothese
aulRerte er, am Beispiel des Retinoblastoms, die Vermutung, dass zwei Mutationen
notig sind um die Erkrankung auszultsen, eine sogenannte Klasse 1 Mutation, die
eine proliferative Wirkung auf die Zelle hat und eine Klasse 2 Mutation, die eine
hemmende Auswirkung auf die Tumorsuppression der Zelle hat. [2] Auch fr die
AML wurden entsprechende Mutationen gefunden, allerdings nur bei einer
geringen  Anzahl von Patienten, weshalb hier nach alternativen
Entstehungsmechanismen geforscht wird. [3] So geht man nun von einer multiple-
hit-Hypothese aus, das heif3t, dass mehr als zwei Mutationen in verschiedenen
Genen notig sind, die zur Entstehung der Erkrankung essentiell sind. Fir die AML
wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl zytogenetischer und
molekulargenetischer Veranderungen gefunden, die eine entscheidende Rolle bei
der Entartung der myeloischen Zellen spielen. In diesem Zusammenhang geht
man davon aus, dass eine einzelne Zelle, die sogenannte Krebs-Stammzelle, den
Ursprung der Erkrankung bildet und im Laufe der Zeit weitere Mutationen
erworben werden, die Uberlebensvorteile gegeniiber anderen Zellen bieten, oder
die die Entwicklung von Therapieresistenzen fordern. Diese Entwicklung wird
auch klonale Evolution genannt. [4] Nicht nur bei der priméren Entstehung der
Erkrankung, sondern auch bei der Entwicklung eines Rezidivs wurde dieses
Phanomen als bedeutender Faktor identifiziert. Hier lassen neue
Forschungsergebnisse vermuten, dass ein Wiederauftauchen eines Klons der
ursprunglichen Krebs-Stammzelle, oder eine Evolution dieses Klons fir das
Auftreten von Rezidiven verantwortlich ist. [5] Um hier die entscheidenden
Mutationen zu finden ist es erforderlich das genetische Profil zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose und im Rezidiv zu vergleichen und hier die klonale Evolution, die
die Zellen bei der Entstehung eines Rezidivs durchlaufen, naher zu betrachten. [6]
Des Weiteren stellt sich die Frage, welche prognostischen Unterschiede sich
durch unterschiedliche Mutationsprofile fiir den individuellen Erkrankungsfall
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ergeben und welche Mutationen auch in Zukunft in den Fokus der Forschung, bei
der Entwicklung von Therapien mit spezifischen genetischen Angriffspunkten,
ricken sollten. [7] Aus diesem Grund beschéaftigt sich die Arbeit im Folgenden
mit dem Vergleich der Stabilititen ausgewéhlter molekulargenetischer
Mutationen, sowie der Evolution zytogenetischer Aberrationen von AML-
Erkrankungen in Erstdiagnose und Rezidiv in 141 Féllen, sowie deren
prognostischen Bedeutung.
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1. GRUNDLAGEN DER AML

1. Epidemiologie

Die AML stellt die hdufigste akute Leuk&mie im Erwachsenenalter dar [8] und ist
mit einer Inzidenz von ca. 4 zu 100.000 eine bedeutende Erkrankung der Hamato-
Onkologie. [9] Bei der Inzidenz unter den verschiedenen Krebsarten nahmen die
Leuk&mien bei Méannern mit 3% im Jahr 2012 den 9ten Platz ein und lagen bei der
Zahl der Todesfalle durch maligne Grunderkrankungen fir beide Geschlechter mit
jeweils 4% auf Platz 6. [10] Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 70 Jahren.
[11]

2. Diagnose

Die AML stellt eine heterogene Erkrankung dar, der verschiedene genetische
Veranderungen auf Ebene der hdmatologischen Vorlauferzellen zu Grunde liegen
kdnnen. Genauso variabel ist die Klinik mit der sich die Patienten préasentieren.
Der Goldstandard fiir die Diagnose ist nach wie vor die Knochenmarkspunktion
mit Nachweis von 20% blastéren Zellen im Aspirat, aber auch eine Diagnose mit
Nachweis von Blasten im peripheren Blut, ohne Knochenmarksnachweis ist
moglich. Fir die Patienten mit einer ,punctio sicca® kommt auch eine
Knochenmarksbiopsie in Frage. Ausnahmen fir die 20% Grenze stellen
Leukamien mit den genetischen Aberrationen t(15;17), t(8;21), inv(16) oder
t(16;16) (siehe 11/4), sowie bestimmte Erythroleukdmien dar. Die Proben werden
als Knochenmarksausstriche in einer May-Grinwald-Giemsa- oder Wright-
Giemsa-Farbung beurteilt. Bei der Zahl der Blasten werden Myeloblasten,
Monoblasten und Megakaryoblasten miteinbezogen, wahrend Erythroblasten mit
Ausnahme der Erythroleukamie nicht hinzugerechnet werden. [12] Die Einteilung
der AML-Untergruppen geschieht durch Beurteilung der Morphologie und
Zellularitdt, sowie Zytochemie und immunologischen Eigenschaften der
gefundenen Blasten. Hierfur wird die FAB-KIlassifikation verwendet, die die
AML in acht Untergruppen nach den genannten Kriterien einteilt. (siehe 11/6) [13]
Diese Kiriterien wurden von der WHO (berarbeitet und beziehen neben den
zelluldren Eigenschaften auch genetische Charakteristika in die Klassifizierung

mit ein. [14] Des Weiteren ist es wichtig zu unterscheiden, ob es sich bei der
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Erkrankung um eine de novo AML, sekunddare AML (SAML) oder
therapieassoziierte AML (t-AML) handelt, wobei die de novo AML definiert
wird, als neuaufgetretene AML bei der es in der klinischen Vorgeschichte keine
Zeichen eines MDS oder einer anderen myeloproliferativen Abnormalitat gab
(SAML), bzw. kein Nachweis fir eine Exposition gegenlber Leukamie-

assoziierten Behandlungen (t-AML) vorliegt. [13]

3. Therapie

Die Therapieschemata richten sich vornehmlich nach dem Alter der Patienten. So
gelten verschiedene Leitlinien fur Patientengruppen zwischen 18 und 60 Jahren,
zwischen 60 und 75 Jahren und welchen, die alter sind als 75 Jahre. Des Weiteren
werden die Herkunft und das genetische Profil der AML in die
Therapieentscheidung miteinbezogen. [12] Ziel der Therapie ist das Erreichen
einer kompletten Remission (CR) wund nachfolgender Sicherung des

krankheitsfreien Uberlebens (disease free survival/DFS). [15]
3.1. Chemotherapie

3.1.1. Induktion

Fiir die jlingere Patientengruppe ist das ,,7+3“ Schema bestehend aus Cytarabin
fir 7 Tage, gefolgt von einem Anthrazyklin fir 3 Tage die Standardtherapie.
Hierdurch konnen CR-Raten von 70 bis 80% erreicht werden. [16] Eine
Alternative hierzu stellt die Verabreichung von Hochdosis-Cytarabin alle 12
Stunden fiir 6 Tage gefolgt von einem Anthrazyklin fir 3 Tage dar, was allerdings
bisher nicht aul3erhalb von klinischen Studien zum Einsatz kommt. Des Weiteren
ist vor allem die jungere Patientenkohorte oft in Studien eingebunden und erhalt
hier entsprechende alternative Regime. Ebenfalls mdglich ist eine allogene
PBSCT bei geeignetem Spender ,,upfront®, ohne vorhergehende Chemotherapie,
oder nach “bridging“, einer bis zur Transplantation iiberbriickenden

Chemotherapie, meist bestehend aus Cytarabin, durchzufiihren (siehe 11/3.2). [17]

Eine Ausnahme stellt die Promyelozytenleuk&mie dar. Hier kommt aufgrund des
sehr guten Ansprechens eine Kombination von all-trans-Retinoinsaure (ATRA)

oder Arsentrioxid (ATO) und einem Anthrazyklin zum Einsatz. [18]

Fur é&ltere Patienten bis 74, mit gutem Allgemeinzustand und fehlenden
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Komorbiditdten kann ebenfalls die Standardtherapie verwendet werden. Hier
konnte gezeigt werde, dass bei Verwendung von Daunorubicin als Anthrazyklin
eine Dosiserhdhung bei Patienten bis 65 sogar Vorteile bringt. Ansonsten ist
darauf zu achten, dass die Wahl der unterschiedlichen Chemotherapeutika sich bei
alteren Patienten nach der individuellen Komorbiditdt und der Toxizitat des
Mittels zu richten hat. [12]

Patienten (ber 75 Jahre konnen von einer abgewandelten Standardtherapie
profitieren. Hierbei zeigen vor allem glinstige CBF-AML‘s und CN-AML‘s mit
NPM1 Mutation ein gutes Ansprechen auf das ,,7+3“ Schema. Fiir die anderen
Patienten mit schlechtem Allgemeinzustand oder Komorbiditdten steht eine
Therapie mit niedrig dosiertem Cytarabin oder mit hypomethylierenden
Substanzen (HMA) zur Verfligung, allerdings ist die Gesamtprognose hier eher
schlecht. [12]

3.1.2. Postremissionstherapie

Fur die Wahl der Konsolidierungstherapie ist das genetische Profil der Patienten
entscheidend. Wurde die AML nach ELN-KIassifikation als guinstig eingestuft, so
gilt eine Behandlung mit 4 Zyklen Hochdosis-Cytarabin als Standardtherapie.
Eine allogene Stammzelltransplantation wird erst im Rezidiv durchgefiihrt. Fir
Patienten mit intermedidarem Risiko werden ebenfalls 3 bis 4 Zyklen Hochdosis-
Cytarabin eingesetzt, allerdings kommt fur diese Patientengruppe auch eine
allogene Stammzelltransplantation in Frage. Auch hier ist das genetische Profil
entscheidend. Fehlen giinstige Mutationen, wie NPM1 und CEBPA oder existieren
FLT3-ITD Mutationen (siehe 11/4.3.), ist eine Transplantation von Vorteil. Wurde
flr Patienten aufgrund des genetischen Profils ein hohes Risiko ermittelt, so wird
hier eine allogene Stammzelltransplantation in 1.CR als Mittel der Wahl

empfohlen, da sie deutlich bessere Ergebnisse als eine Chemotherapie zeigt. [12]

Fur die Patientengruppe von 60-74 Jahren liegen unterschiedliche Studien vor, die
am ehesten fur eine Konsolidierung mit mehreren Zyklen einer hoch dosierten
Chemotherapie mit Cytarabin sprechen. Bei Patienten mit intermedidrem oder
ungunstigem  Risikoprofil ~ sollte die  Mdoglichkeit  einer  allogenen

Stammzelltransplantation geprdift werden. [11]
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3.2 Stammzelltransplantation

3.2.1.  Allogene Stammzelltransplantation

Bei der allogenen Stammzelltransplantation werden Stammzellen eines Spenders
dem Patienten nach myeloablativer Therapie verabreicht und so versucht das
erkrankte blutbildende System zu ersetzen. Zudem kommt es zu einem
immuntherapeutischen Effekt, dem Graft versus Leukemia (GvL) Effekt, bei dem
die Stammzellen des Spenders die korpereigenen Zellen als Fremd erkennen und
beginnen diese zu bekdampfen und sich so auch gegen verbliebene Tumorzellen
richten. [19] Hierbei konnen sowohl direkt Zellen aus dem Knochenmark
entnommen werden, als auch nach Stimulation des Spenders, dessen Stammzellen
aus dem peripheren Blut filtriert und dem Spender infundiert werden. Hierbei
zeigt die periphere Blutstammzelltransplantation bessere Ergebnisse in der
Regeneration der Blutbildung nach der Transplantation, sowie kiirzere Liegezeiten
im Krankenhaus, jedoch keine Unterschiede fur das Risiko eines Rezidivs. [20]
Fur die myoloablative Therapie werden verschiedene Regime eingesetzt, die
entweder mit oder ohne Ganzkdrperbestrahlung (total body irridiation/TBI) mit
4Gy, sowie mit verschiedenen Agenzien (z.B. Cyclophosphamid, oder
Melpahalan plus Buslufan) durchgefiihrt wird. [21, 22] Bei der Wahl der Spender
sind HLA-idente Geschwister oder 10/10 gematchte Fremdspender die beste
Option, da hier die Transplantationen die besten 3-Jahres-Uberlebensraten

aufzeigen. [23]

Die allogene Stammzelltransplantation stellt eine gute Alternative fur die
Konsolidierungstherapie bei Patienten mit intermediarer oder schlechter
zytogenetischer Konstellation dar. Hier wurden signifikante Vorteile fir RFS und
OS gefunden. Nicht so bei Patienten mit gunstiger Zytogenetik, hier ist nach wie
vor die Chemotherapie Mittel der Wahl. [24, 25] Auch fiir Patienten mit priméar
refraktérer und rezidivierter AML ist die allogene Stammzelltransplantation eine
wichtige Therapieoption, die hier bessere Ergebnisse als eine Chemotherapie
zeigt. [26]

3.2.2. Autologe Stammzelltransplantation
Die autologe Stammzelltransplantation stellt eine alternative Moglichkeit der
Konsolidierungstherapie in Kombination mit einer Chemotherapie dar. Hierbei

wird nach den ersten Zyklen der Chemotherapie Knochenmark des Patienten
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entnommen und aufbewahrt und nach einer myeloablativen Therapie der Patienten
(z.B. mit Cyclophosphamid und TBI) ihm wieder zugefuhrt. Es konnte gezeigt
werden, dass dadurch ein langeres Rezidiv freies Uberleben erreicht werden
konnte [27], wahrend insgesamt allerdings nicht so gute Ergebnisse wie mit einer

allogenen Stammzelltransplantation erreicht werden kénnen. [28]

3.3. Komplette Remission

Das Erreichen einer CR ist essentiell fir den Erfolg der Therapie und der Chance
auf Heilung. Die Bestatigung erfolgt mittels Knochenmarkspunktion, sowie
peripherer Blutentnahme. Eine morphologische CR ist definiert als weniger als
5% Blasten im Knochenmark, bei erfolgreicher Materialgewinnung mit
mindestens 200 kernhaltigen Zellen, kombiniert mit einer Zahl von neutrophilen
Granulozyten von Uber 1G/l, sowie tber 100G/l an Thrombozyten. Wurden die
Kriterien im Knochenmark erfullt, wéhrend einer der Parameter im peripheren
Blut nicht Ubereinstimmt, so spricht man von einer inkompletten Remission
(CRi). Da die Genetik eine entscheidende Rolle fur den weiteren Verlauf der
Erkrankung spielt, wurden hier weitere Remissionskriterien definiert. Unter
zytogenetischer Remission (CRc) versteht man die Ruckkehr zum normalen
Karyotyp bei Beurteilung von mindestens 20 Metaphasen, falls bei ED
Aberrationen festgestellt wurden, wobei gleichzeitig die morphologischen CR
Kriterien ebenfalls erflllt sein mussen. Ahnlich verhalt es sich bei der
molekulargenetischen Remission. Hier werden, neben der morphologischen CR,
mittels PCR bestimmte vorher bestehende Marker (z.B. AML1/ETO, PML-RARA)
nachgewiesen, um ein Residuum auszuschlieRen. [12, 13]

3.4. Rezidivtherapie

Trotz guter Remissionsraten nach erster Therapie kommt es bei 75-80% der
Patienten zu einem unzureichenden Ansprechen, oder zu einem Rezidiv der AML,
was mit einer schlechten Prognose einhergeht. [29, 30] Dementsprechend intensiv
muss eine Rezidivtherapie durchgefiihrt werden, um eine Heilung erzielen zu
konnen. Es stehen verschiedene Optionen zur Verfigung. Zur Reinduktion kann
eine Chemotherapie durchgefiihrt werden, sowie auch upfront eine allogene
Stammzelltransplantation, aber auch neue Therapien im Rahmen von Studien,
oder nur palliative Therapie kommen in Frage. Eine Reinduktionschemotherapie

mit dem Ziel einer 2.CR beruht meist auf Basis von Cytarabin in intermediérer
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oder hoher Dosis. Bei Erreichen einer 2.CR ist aber auch hier die allogene
Stammzelltransplantation die Konsolidierungstherapie der Wahl, da sie der
alleinigen Chemotherapie im Outcome deutlich berlegen ist. Bei der Wahl der
Spender sind hier nicht nur HLA-idente Geschwister eine Option, sondern auch
Fremdspender, sowie HLA-mismatch und haploidente Spender kommen in Frage,
da die Prognose ohne Transplantation sehr viel schlechter ware. Neue Therapien
und Agenzien beinhalten unter anderem monoklonale Antikorper (z.B.
Gemtuzumab), oder Nukleosid Analoga (z.B. Clofarabin) und werden im Rahmen
von Studien untersucht. Bei extrem schlechter Prognose und schlechtem
Allgemeinzustand der Patienten ist oft nur noch ein palliativer Ansatz moglich.
[12, 26]

4. Prognose und Genetik

4.1. Allgemeine Prognose

Allgemein erreichen ca. 60-80% der jungeren Patienten eine komplette Remission
nach der Standardtherapie, aber nur bei 20-30% kann auch danach ein DFS
gesichert werden. Bei dlteren Patienten tber 60 ist die Prognose deutlich
schlechter. Nur 40-55% dieser Altersgruppe koénnen eine CR erreichen mit
entsprechend schlechter Langzeitprognose. [31] Allerdings spielt die Genetik der
individuellen AML und hierbei vor allem die Zytogenetik die entscheidende Rolle
fir die Prognose der Erkrankung. [13] Nicht AML bezogene Faktoren sind vor
allem Alter und Allgemeinzustand der Patienten und kénnen ein Faktor flir das
Ansprechen auf die Induktionstherapie sein. [32] Dennoch sind die
Charakteristika der AML und ihr genetisches Profil der wichtigste Faktor fur die
Prognose der AML. Die Vielfalt der Mutationen und Aberrationen wurden
vielfach analysiert und in verschiedene Risikogruppen eingeteilt. Hierfur erfolgt
meist eine Einteilung in gunstiges, intermedidres und unginstiges Risiko und
enthalt vornehmlich die Zytogenetik und je nach Kilassifikationsgrundlage
zusétzlich molekulargenetische Mutationen. [33-35] Verschiedene Einteilungen in
die Risikogruppen nach entsprechenden Systemen sind im Kapitel
»Klassifikationen aufgelistet. Die spezifische prognostische Bedeutung
ausgewdhlter Aberrationen und Mutationen wird im Kapitel ,,Genetik® ndher

betrachtet.
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4.2. Zytogenetik

Zytogenetische Aberrationen spielen nicht nur eine Rolle fir die Klassifikation
der AML, sondern auch fiir die Prognose und Wahl der Therapie. [14, 33, 36] Ca.
60% der AML-Erkrankungen weisen bei Erstdiagnose zytogenetische
Aberrationen auf, wobei t(15;17), Trisomie(8), sowie t(8;21) die haufigsten
darstellen. [34] Die verschiedenen Aberrationen kénnen gemal ihrer Prognose in
die  Kategorien ,,Giinstig/Favorable®, ,Intermedidr/Intermediate  und
,ungiinstig/Adverse* eingeteilt werden (im Folgenden nach MRC-Klassifikation
eingeteilt). [37]

4.2.1.  Gunstige zytogenetische Aberrationen
Die als gunstig einzustufenden Aberrationen sind t(15;17), t(8;21), sowie inv(16)

und kénnen in ca. 7% der Patienten nachgewiesen werden.

Die t(8;21) wird h&ufig in Patienten mit M2-AML gefunden und fiihrt zur Bildung
des Fusionsgens AML1-ETO (alte Bezeichnung) bzw. RUNX1-RUNX1T1 (neue
Bezeichnung) und ist bei Erwachsenen mit einer guten, bei Kindern mit einer eher
schlechten Prognose assoziiert.[38, 39] Bei Erwachsenen konnen 87% der
Patienten mit der vorliegenden Mutation eine CR erreichen mit einem OS von ca.
40% nach 5 Jahren. Auch Rezidive sind bei der t(8;21) seltener zu beobachten.
[37, 40]

Die t(15;17) nimmt eine Sonderstellung ein, da diese Translokation die
Entstehung der akuten Promyelozyten Leukdmie (M3) bedingt und durch das
Vorhandensein einer spezifischen Therapie fir diese Unterform der Leukamie
(ATRA) eine glinstige Prognose aufweist. [18, 41] Die Translokation fuhrt zu der
Entstehung des Fusionsgens PML-RARA, bei dem das Promyelozyten-Leukamie-
Gen (PML) mit dem Retinoinsdure-Rezeptor-alpha (RARA) fusioniert, und so
sensibel fir die spezifische Therapie wird. [42] Dadurch konnten die
Uberlebensraten der Patienten die zusatzlich zur Chemotherapie mit ATRA oder
ATO therapiert werden auf bis zu 70% gesteigert werden. [18, 37]

4.2.2. Intermedidre zytogenetische Aberrationen

Als zytogenetische Aberrationen mit intermedidrer Prognose werden primér
diejenigen aufgefiihrt, die weder zu den gilinstigen, noch ungunstigen gezahlt
werden konnen. Zu dieser Gruppe werden auch die normalen Karyotypen ohne

Aberrationen gezahlt. [34]
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4.2.3. Ungunstige zytogenetische Aberrationen

Es wurden mehrere zytogenetische Aberrationen identifiziert, die in ihrer
Prognose als unginstig einzustufen sind und wurden entsprechend in
Klassifikationssystemen (siehe 11/6.2.) berlcksichtigt. Erwahnenswert sind hier
die komplexen Karyotypen, die definiert werden als 3 oder mehr gleichzeitig
auftretende unabhédngige zytogenetische Aberrationen, die mit einer schlechten
Prognose einhergehen. In diesen Fallen ist darauf zu achten, dass sich bei
gleichzeitigem Vorliegen einer ginstigen Aberration die Zahl der Mutationen
nicht auf die Prognose auswirkt und diese Falle nach wie vor als gunstig
einzustufen sind. Umgekehrt verschlechtert sich die Prognose bei einer einzelnen,
bereits als ungunstig einzustufenden Mutation durch das Vorliegen eines
komplexen Karyotyps nicht noch zusatzlich, so dass die Anzahl der Mutationen
vor allem bei den als intermediér einzustufenden Aberrationen eine Rolle spielt.
[12, 34]

4.3. Molekulargenetik

Im Rahmen von klinischen Studien und im klinischen Alltag werden bereits
einige somatische Mutationen wie NPM1, FLT3-ITD und CEBPA regelmaRig
bestimmt. Flr verschiedene Marker konnte hier bereits gezeigt werden, dass der
einzelne oder kombinierte Nachweis Auswirkungen auf die Prognose, vor allem
bei AML‘s mit normalem Karyotyp, hat. [12, 43] Im Folgenden werden die

Marker vorgestellt, die im praktischen Teil der Arbeit naher betrachtet wurden.

43.1. NPM1

Nucleophosmin 1 (NPM1) Mutationen werden in einer Vielzahl der AML-Fille,
vor allem bei normalem Karyotyp gefunden. [44] Des Weiteren besteht eine hohe
Assoziation zu FLT3-ITD Mutationen. Es konnte gezeigt werden, dass NPM1-
Mutationen mit etwas besserer Prognose bezuglich Gesamtiberleben (overall
survival/OS) und krankheitsfreiem Uberleben (DFS) einhergehen, als NPM1-
Wildtyp. Auch bei gleichzeitigem Auftreten mit der als eher prognostisch
ungunstig einzustufenden FLT3-ITD-Mutation (siehe 11/4.3.2.) war ein besseres
Outcome beobachtet worden, wenn auch nicht so ausgepréagt wie bei alleinigem
Auftreten einer NPM1 Mutation.[45] Die Mutation ist allerdings bei Auftreten
eines Rezidivs sehr stabil und ist in ann&hernd allen Féllen dann auch

nachweisbar. [46] Besonders ginstig ist die Prognose bei Patienten, die NPM1
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positiv, sowie FLT3-ITD negativ sind. [47, 48]

4.3.2. FLT3-ITD

Die fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) internal tandem duplication (ITD) tritt mit
einer Haufigkeit von 20-30% bei Erwachsenen auf und ist mit einer schlechten
Prognose beziiglich OS und DFS assoziiert. [49, 50] Ebenso ist das diese
Mutation mit einer kirzeren Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs verbunden.
[51] Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass das Rezidivrisiko und das OS
weniger vor allem vom Mutationslevel der FLT3-ITD abhéngt und ein hohes
Level fir das Rezidivrisiko sogar der wichtigste Prognosefaktor ist. [52] Die
Mutation zeigt keine so ausgeprégte Stabilitat wie NPM1 und ist in bis zu 75% der
Falle auch im Rezidiv nachweisbar. [46, 51] Die verschiedenen Kombinationen
von NPM1 und FLT3-ITD bei normalem Karyotyp nehmen eine prognostische
Sonderstellung ein (siene 11/3.3.1.) und koénnen wie folgt zusammengefasst
werden. NPM1+/FLT3-ITD- ist mit glnstiger, NPM1+/FLT3-ITD+ mit
intermedidrer oder auch ungunstiger, sowie NPM1-/FLT3+ mit ungunstiger

Prognose assoziiert. [52, 53]

4.3.3. FLT3-TKD

Neben der Tandem Duplikation wurden im FLT3 Gen Punktmutationen (FLT3-
TKD) nachgewiesen die sich in ihrer Prognose von der FLT3-ITD unterscheiden.
Es konnte eine gunstigere Prognose der Punktmutation beztiglich OS und DFS
gezeigt werden [54], wahrend andere Studien darauf hinweisen, dass auch das
Auftreten der FLT3-TKD mit einer insgesamt schlechteren Prognose einhergeht
als der Wildtyp. [55, 56] Auch die Kombination der FLT3-TKD mit anderen
Mutationen scheint eine Rolle zu spielen, da bei einem gleichzeitigen Auftreten
mit FLT3-ITD und MLL-PTD unginstige, jedoch mit NPM1 oder CEBPA
gunstige Effekte beobachtet werden konnten. [57] So ist die Bedeutung der FLT3-
TKD Mutation noch nicht abschlieBend geklért.

4.3.4. MLL-PTD

Mutationen auf dem MLL-Gen, das zum Teil auch ALL-1 oder HRX genannt wird,
werden vor allem in de novo AML ‘s gefunden. [58] Fur die MLL partial tandem
duplication (MLL-PTD) konnte eine eher ungiinstige Prognose, vor allem bei
normalem Karyotyp, beziiglich des Rezidivrisikos und des OS gezeigt werden.
[59, 60]
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5. Klonale Evolution

Das Modell der klonalen Evolution besagt, dass eine urspriingliche Krebs-
Stammzelle, die fir die Entstehung des Primartumors verantwortlich ist im
Rahmen ihres Wachstums weitere Mutationen hinzugewinnt und so die
Progression des Tumors und auch Selektion eines besonders aggressiven oder
auch resistenten Klons ermdglicht. Dies beruht auf einer besonderen genetischen
Instabilitat die die Tumorzellen auszeichnet und so diese weiteren Mutationen erst
ermoglicht. [4] Diese Theorie konnte fir die AML auf die Entstehung von
Rezidiven erweitert werden. Es wurde herausgefunden, dass zwel
Evolutionsmodelle fir die Entwicklung eines Rezidivs verantwortlich sein
kdnnen. Zum einen kann die urspringliche Krebsstammzelle weitere Mutationen
hinzugewinnen, sich weiterentwickeln und so zum Rezidiv-Klon werden, zum
anderen kann ein Sub-Klon der Stammzelle, der die primdre Chemotherapie
Uberlebt hat weitere Mutationen hinzugewinnen und sich im Rezidiv ausbreiten.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die initiale Chemotherapie es nicht nur nicht
schaffte den urspringlichen Klon komplett auszuléschen, sondern durch seine
zytotoxischen Effekte wahrscheinlich auch das Muster der hinzukommenden
Mutationen des Rezidiv-Klons mitbestimmt. Die inkomplette Eradikation des
Ursprungs-Klons ist somit sehr viel wahrscheinlicher fur die Entstehung eines
Rezidivs verantwortlich, als die Entstehung eines unabhéngigen sekundaren
Klons. Daraus konnte hervorgehen, dass eine Identifikation dieses Klons und eine
gezielte auf diesen Klon ausgerichtete Therapie die Entstehung von Rezidiven
entscheidend beeinflussen kdnnte. Diese Erkenntnisse waren moglich, indem das
genetische Profil der Leukédmien bei Erstdiagnose und Rezidiv ndher betrachtet
wurde, da das Profil des Ursprungs-Klons im Rezidiv teilweise konstant ist. [5, 6]
Folglich konnte die gezielte Betrachtung der Stabilitdat einzelner, sowohl
zytogenetischer, als auch molekulargenetischer Mutationen Hinweise darauf

geben, wo die entscheidenden genetischen Veranderungen stattfinden. [61]

6. Klassifikationen

6.1. FAB-Klassifikation und WHO-KIassifikation
Die FAB-Klassifikation wurde 1976 eingefihrt, um ein einheitliches
Klassifizierungssystem der AML zu ermdoglichen, wobei zur Einteilung

morphologische und zytochemische Merkmale verwendet wurden. [62]
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Tabelle 1: FAB-Klassifikation

FAB-Typ Bezeichnung

MO Akute undifferenzierte Leukéamie

M1 Akute unreife Myeloblastenleukédmie

M2 Akute Myeloblastenleukamie mit Ausreifung
M3 Akute Promyelozytenleukdmie (APL)

M4 Akute myelomonozytare Leukémie

M5 Akute Monoblastenleukédmie

M6 Akute Erythroleukamie

M7 Akute Megakaryoblastenleukamie

Die FAB-Klassifikation diente auch als Orientierung fur die Einteilung der
myeloischen Neoplasien durch die WHO 2002, die im Jahr 2008 noch einmal
uberarbeitet wurden. Hierbei wurden nun alle zur Verfligung stehenden
diagnostischen Mdglichkeiten, insbesondere auch die genetischen Besonderheiten,
sowie die Atiologie der AML beriicksichtigt. [14, 63]

WHO-KIlassifikation der akuten myeloischen Leukamie

Tabelle 2: WHO-Klassifikation

Akute myeloische Leuk&mie mit rekurrenten genetischen Aberrationen
AML mit t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11

APL mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA
AML mit t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
AML mit t(6:9)(p23:934); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(921926.2) oder t(3;3)(921;926.2); RPN1-
EVI1

AML (Megakaryoblastisch) mit (1;22)(p13;913); RBM15-
MKL1

AML mit Myelodysplasie-bezogenen Verénderungen
Therapie-bezogene myeloische Neoplasien
AML, ohne weitere Spezifizierung

AML mit minimaler Differenzierung
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AML ohne Ausreifung
AML mit Ausreifung
Akute myelomonozytare Leukémie
Akute monoblastische/monozytare Leukémie
Akute erythrozytére Leukamie
Pure erythozytére Leukamie
Erythroleukamie, erythrozytér/myeloisch
Akute megakaryoblastische Leukamie
Akute basophile Leukdmie
Akute Panmyelose mit Myelofibrose

6.2. MRC-Klassifikation

Die MRC-KIlassifikation stellt eine zytogenetische Einteilung dar, fur die
Prognose bezuglich Erreichen der CR, Rezidivrisiko, als auch OS unter alleiniger
Berlcksichtigung der Zytogenetik. [34, 37] Diese Einteilung wurde auch im
Rahmen der Analysen zum Vergleich des zytogenetischen Profils bei

Erstdiagnose (ED) und im Rezidiv verwendet.

Tabelle 3: MRC-KIlassifikation

Zytogenetische Aberration

Gunstig

t(15;17)(q22;921)

1(8;21)(022;q22)

inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)

Intermediar

Entitaten die weder gunstig noch ungtinstig klassifiziert sind

Ungiinstig

abn(3q) [ausgenommen t(3;5)(q21~25;931~35)]

inv(3)(q21q26)/t(3;3)(g21;926)

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

=7, add(7q)/del(7q)

1(6;11)(927;q923)

t(10;11)(p11~13;923)

t(11g23) [ausgenommen t(9;11)(p21~22;923) und t(11;19)(g23;p13)]

1(9;22)(q34;q11)

—17/abn(17p)

komplex (> 4 nicht zusammengehdrende Aberrationen)
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6.3. Breems-Score

Zur Evaluierung des prognostischen Index zum Zeitpunkt des 1. Rezidivs wurde
der Breems-Score angewendet. Bei diesem Prognose-Score werden sowohl
Klinische, als auch zytogenetische Faktoren berlicksichtigt. [64] Fur Patienten mit
einem Score von 1-6 wird eine ginstige, bei einem Score von 7-9 eine
intermediére, sowie von einem Score von 10-14 eine unglnstige Prognose

angenommen.

Tabelle 4: Breems-Score

Prognosefaktor Punkte

Rezidivfreies Uberleben (Intervall ab 1. Rezidiv in Monaten)

>18 0
7-18 3
<6 5

Zytogenetik bei Erstdiagnose

t(16;18) oder inv(16) 0
1(8;21) 3
andere 5

Alter beim ersten Rezidiv (in Jahren)

<35 0
36-45 1
>45 2

Stammezelltransplantation vor 1. Rezidiv

Keine KMT 0

KMT (autolog oder allogen) 2
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1. ZIEL DER ARBEIT

Ziel der Arbeit war es die AML-Rezidive die in der Leukdmie-Datenbank des
Klinikum Grof3haderns registriert wurden zu ermitteln und die Rezidive, die am
Klinikum selbst behandelt wurden, genauer zu untersuchen. Zum einen sollte das
molekulargenetische und zytogenetische Profil der AML-Patienten in ED und
Rezidiv erfasst und deren Stabilitdten und Evolution im Verlauf der Erkrankung
verglichen werden. Hierbei sollte der Fokus auf den in der Standarddiagnostik
erhobenen molekulargenetischen Markern, sowie der Zytogenetik auch in

Hinblick auf die Prognose und die Pathogenese von AML-Rezidiven liegen.

Zum anderen sollte der klinische Verlauf und die Rezidivtherapie am Klinikum
GroRhadern erfasst und Hinblick auf Therapiestrategien und Erfolg naher

betrachtet werden.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Molekulare Stabilitat genetischer Marker

Zu Beginn der Arbeit mussten Patienten mit AML-Rezidiven identifiziert werden,
sowie lhre molekularen Marker zu beiden Zeitpunkten erfasst und schlielRlich
statistisch ausgewertet werden. Diese Marker wurden im Labor fur
Leukamiediagnostik (LfL) der medizinischen Klinik [l des Klinikums
Grol3hadern bestimmt, so dass die Datenbank der LfL als primare Quelle fur die

Datenerfassung diente.

1.1. Einschlusskriterien

Um die richtigen Félle identifizieren zu kdnnen mussten entsprechende Ein- und
Ausschlusskriterien gewahlt werden. So mussten in der verwendeten Datenbank
Probeneingdnge zum Stichwort AML zu mindestens zwei Zeitpunkten
(Erstdiagnose und Rezidiv) vorhanden sein, in der Datenbank oder einem
zugehorigen Arztbrief musste vermerkt sein, dass die CR vor dem Rezidiv
erreicht wurde und es mussten zytogenetische und/oder molekulargenetische
Untersuchungen an den Proben durchgefiihrt worden sein. Es wurden
Probeneingédnge von Dezember 1998 bis Marz 2013 mit eingeschlossen. Des
Weiteren mussten die Patienten zu mindestens einem Zeitpunkt am Standort
Klinikum GrofRhadern behandelt worden sein und die klinischen Verladufe der
Patienten retrospektiv mit Hilfe von Arztbriefen nachvollziehbar sein. Ebenso
mussten die Patienten aus den Untersuchungen ausgenommen werden, die nach
Erstdiagnose eine Stammzelltransplantation erhielten, ohne eine vorherige
Remission erreichen zu kénnen, da nach Transplantation die Vergleichbarkeit der

Genetik von ED und Rezidiv nicht mehr gewahrleistet ist.

1.2. Beschreibung der Datenbank

Als Grundlage der Identifikation diente die LfL-Datenbank des Labors fur
Leuk&miediagnostik  des  Klinikums  GrofRhadern. Das  Labor  fir
Leukamiediagnostik ist zustandig fir zytomorphologische Untersuchungen,
Zytogenetik- und  FISH-Analysen, molekulargenetische  Untersuchungen,
Immunphénotypisierung und Genexpressionsanalysen. Die Datenbank enthélt die

Befunde der Patienten, deren Proben fiir eine der oben genannten Untersuchungen
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im Labor fir Leuk&miediagnostik analysiert wurden. Hierbei handelt es sich
groftenteils um hadmato-onkologische Patienten des Klinikums Grofl3hadern, aber
auch Proben von anderen Kliniken deutschlandweit sind in der LfL zu finden.
Jeder Probe wird eine Nummer zugeordnet, unter der man den entsprechenden
Befund einsehen kann, wobei die Nummern dem jeweiligen Patient zugeordnet
werden und so jeder Patient mehrere Befundseiten entsprechend der Anzahl seiner
eingegangenen Proben enthalt. Uber die Suchfunktion ist es mdglich nach einem
Patient mit Hilfe des Namens oder Geburtsdatums zu suchen, sowie nach einer
Diagnose oder der spezifischen LfL-Nummer eines Befunds. Fir die
Identifikation der AML Rezidive wurden tiber das Stichwort ,,AML* alle Proben
aufgelistet in deren Diagnose AML vermerkt war. In dieser Probenauflistung
waren pro Eintrag der volle Name, das Geburtsdatum, die Diagnose,
Eingangsdatum der Probe, sowie die LfL-Nummer angegeben. Um die weiteren
Befunde einzusehen musste der jeweilige Eintrag ausgewdhlt werden. Hierbei
Offneten sich mehrere Reiter zum jeweiligen Eintrag. Auf der ersten Seite waren
der Titel des Eingangs (z.B. AML Rezidiv), sowie Kommentare (Z.n.
Chemotherapie) angegeben. Des Weiteren allgemeine Informationen zu Patient
und Probe (Geburtsdatum, LfL-Nr, Eingangsdatum etc.), sowie in vielen Féllen
die Laborwerte fiir Hb, Leukozyten und Thrombozyten zum Eingangszeitpunkt,
eine zeitliche Ubersicht Giber die Therapie (Datum ED, CR, Datum einer allogenen
PBSCT) und die Herkunft der Probe (z.B. Name des externen Klinikums). Diese
Angaben waren allerdings teilweise unvollstdndig und so konnte bei Fehlen einer
Angabe, wie CR-Datum oder alloKMT-Datum, nicht darauf geschlossenen
werden, ob ein entsprechendes Ereignis stattgefunden hat. Ebenfalls wurden z.T.
Probeneingdnge  fehlerhaft  beschriftet, d.h. teilweise wurden auch
therapierefraktare AML‘s als ,,AML Rezidiv* bezeichnet, oder der Hinweis
»Rezidiv*“ fehlte komplett in der Beschreibung und konnte nur durch néhere
Betrachtung der Genetik und Klinischen Verlaufe nachvollzogen werden. Die
weiteren Reiter des Eintrags enthalten jeweils eine Seite fir die zytogenetische
Analyse der Probe, die FISH-Analyse, die molekulargenetische Analyse, die
FACS-Analyse, sowie eine Seite mit der Beurteilung und Zusammenfassung des
Befunds der Probe durch das Leukamielabor.
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1.2.1. Identifikation der Rezidive

Zu Beginn der Identifikation erhielt man 20000 Treffer bei Eingabe des
Stichworts ,,AML* bei Diagnose, am Ende, nach ca. 7 Monaten, waren es bereits
21000. Die Anzahl der Proben pro Patient variierte zwischen 1 und Uber 30
Befunden. Fur die Patienten mit Probeneingangen in der LfL-Datenbank zu
mindestens zwei Zeitpunkten, wurden die Eintrdge angewdhlt und die
entsprechenden Befunde und weiteren Angaben tberprift. Hierbei wurde darauf
geachtet, dass zwischen mindestens zwei Probeneingéngen ein zeitlicher Abstand
von mindestens 3 Wochen bestand, um schon im ersten Schritt Proben
auszuschlielen, die kein Rezidiv haben konnten, bzw. die zwischenzeitlich keine
CR erreichen konnten. Wurde ein entsprechender Patient ausgewahlt, musste nun
uberprift werden, ob ein Eintrag dem Probeneingang bei Erstdiagnose ohne
Vortherapie entsprach und einer einem Probeneingang eines Rezidiv. Hierflr
wurden sowohl die klinischen Angaben der Eintragungen berlicksichtigt, als auch
die zytomorphologischen und molekulargenetischen Befunde. So ergaben sich am
Ende 503 Patienten mit AML-Rezidiven, die Probeneingénge zu den Zeitpunkten
der ED und dem Rezidiv in der LfL-Datenbank hatten.

1.2.2. Erfassen der Befunde
Nach Identifikation eines Rezidivs wurden folgende Parameter erfasst:

Tabelle 5: Datenbank - Personliche Daten

Personliche Daten (1 Zeitpunkt) Geburtsdatum
Geschlecht
Therapie in Studie

Studiennummer

behandelnde Krankenhduser

Erkrankungsjahr

Tabelle 6: Datenbank - Interne Daten

Interne Daten (3 Zeitpunkte) | LfL-Nummer
Datum (ED, CR, Rezidiv)
DNA und RNA vorhanden

Laborwerte (HB, Leukozyten,
Thrombozyten, LDH)

Blasten in KM und peripherem Blut
Origin der AML

FAB-Typ

ECOG




Material und Methoden 27

Tabelle 7: Datenbank -Genetik

Genetik (3 Zeitpunkte) | Karyotyp
FISH-Analyse
Fusionsgene

NPM1

FLT3-ITD mit Status
FLT3-TKD

MLL-PTD

CEPBA

weitere Mutationen
FACS

Aus Datenschutzgriinden wurden keine Namen erfasst und die Proben mit ihrer
entsprechenden LfL-Nummer pseudonymisiert. So konnten zu mindestens zwei
(ED, Rezidiv), im besten Fall drei (plus CR) Zeitpunkten alle bestimmten
molekularen Marker erfasst werden. Die Marker wurden Dummy-codiert mit ,,0°
fiir ,,Marker ist negativ®, ,,1* fiir ,,Marker ist positiv*, ,,2° fiir ,Marker wurde
nicht bestimmt*. Fir die FISH-Analysen gab es die zuséatzliche Codierung ,,3° flr
den Fall, dass unabhdngig von den anderen molekulargentischen und
zytogenetischen Untersuchungen, in der FISH-Analyse keine weitere Mutation

nachgewiesen wurde.

1.2.3.  Selektion und Uberpriifung der Falle

Um fiir die klinische Auswertung Falle zu haben, Uber die moglichst viele
Informationen zur Verfiigung standen, wurden fir die statistischen Analysen nur
Patienten aus dem Klinikum GroRhadern ausgewéhlt. Hierbei war Voraussetzung,
dass die Patienten zu mindestens einem Zeitpunkt ihrer AML am Klinikum
GrolRhadern behandelt wurden. Dies traf fur 158 Falle zu. Fur diese Falle standen
entsprechend die Arztbriefe digital zur Einsicht zur Verfligung. Bei der Einsicht
der Arztbriefe wurden von diesen 158 Féllen 17 Patienten identifiziert, die nach
Erstdiagnose, ohne eine vorherige CR1 zu erreichen eine PBSCT erhielten. 2 von
diesen Patienten wurden upfront mit einer allogenen PBSCT behandelt, sowie die
weiteren 15 therapierefraktdr nach erfolgloser Induktionstherapie. Somit
entsprachen diese Patienten nicht mehr den Einschlusskriterien. Diese Patienten
wurden ebenfalls von den weiteren Analysen ausgenommen, so dass als

endgultiges Patientenkollektiv 141 Patienten zur Verfluigung standen.
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1.2.4. Genetische Klassifizierung und Statistische Auswertung

Die Statistischen Analysen erfolgten mit Excel 2010 und 2013 sowie SPSS
Statistics 20. Die Time-to-event-Kurven wurden mit Hilfe des Kaplan-Meier-
Schétzers erstellt. Die zytogenetische Einteilung erfolgte nach MRC [34] zu
beiden Zeitpunkten. Obwohl die Bestimmung von CEBPA mittlerweile von der
WHO routinemaliig empfohlen wird, ist aufgrund des Alters der eingeschlossenen
Falle ab 1999, als diese Empfehlung noch nicht bestand, nur in 33% der Félle bei
Erstdiagnose, sowie im Rezidiv in nur 5% der Féalle eine CEBPA-Bestimmung
durchgefuhrt worden. Daher konnte eine Einteilung nach ELN-Klassifikation

nicht erfolgen.

1.2.5. Nachbestimmungen

Da von vielen Patienten nur zu einem Zeitpunkt eine molekulargenetische
Bestimmung vorlag, wurde entschieden flr die Patienten mit normalem Karyotyp
bei Erstdiagnose nachzusehen, bei welchen Patienten noch Material fir
Nachbestimmungen asserviert war und fur diese ruckwirkend die Marker
»NPM1%“, FLT3-ITD* und ,,FLT3-TKD* durch das Labor fiir Leukdmiediagnostik
nachzubestimmen. Fir diese Analysen wurden RLT-Reste verwendet. So konnte
die Anzahl der molekulargenetischen ,matched pairs® fiir die statistische
Auswertung nochmal erhoht werden. Um fir den Marker CEBPA eine
aussagekraftige Zahl an Bestimmungen zu erreichen, stand rickwirkend nicht
mehr in ausreichenden Fallen asserviertes Material zur Verfligung, so dass auf

diese Nachbestimmung verzichtet wurde.

2. Klinisches follow-up

Fur die Patienten im 1. Rezidiv, die wegen ihrer AML zu mindestens einem
Zeitpunkt im Klinikum GrolRhadern behandelt wurden (n=141), konnte die
Rezidivtherapie, der Erfolg der Rezidivtherapie, sowie das Uberleben dieser

Patienten betrachtet werden.

2.1. Erhebung und SAP

Im follow-up wurden die elektronisch hinterlegten Arztbriefe der Patienten
herausgesucht und ab Zeitpunkt des 1. Rezidivs durchgesehen. Des Weiteren
konnte im Patientenorganizer des SAP Systems ein Uberblick uber die

Aufenthalte der Patienten im Klinikum GrofRhadern eingesehen werden. Im Falle
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eines Ablebens im Klinikum Grof3haderns konnte hier auch das entsprechende

Sterbedatum eingesehen werden. Hierbei wurden folgende Parameter erfasst:

Tabelle 8: Follow-Up - Interne Daten

Interne Daten LfL-Nr. 1. Rezidiv
Rezidivdatum (1. Rezidiv)
Sterbedatum

Datum letzter Kontakt
CR2 Datum

Tabelle 9: Follow-Up - Rezidivtherapie

Rezidivtherapie | Palliativ/Kurativ

KMT-Datum

Konditionierungstherapie

Spenderdaten (fremd/familidr, HLA-Status)
Rezidivchemotherapie

2.2. Auswertung mit Excel und SPSS

Die Auswertung erfolgte hier ebenfalls mit Excel 2010 und 2013 sowie SPSS
Statistics 20. Die Uberlebenskurven wurden mit Hilfe des Kaplan-Meier-
Schatzers erstellt. Hierbei bestand nur fur die Patienten, die im Klinikum
verstorben waren ein gesichertes Sterbedatum. Die anderen Patienten wurden zum
Zeitpunkt ihres letzten Kontakts, oder zum Zeitpunkt einer erfolgten

Knochenmarkstransplantation zensiert.

3. Definitionen

Fur die Bestimmung des CR-Zeitpunkts wurde die morphologische CR-Definition
laut ELN angewendet. [12] Ebenso nach ELN-Empfehlungen wurde als Rezidiv
gezéhlt wenn Uber 5% Blasten im Knochenmark, Blasten im peripheren Blut oder
ein extramedullares Rezidiv gefunden wurde. OS- und RFS-Kurven wurden zum
Zeitpunkt einer allogenen Stammzelltransplantation zensiert. Zur Evaluierung der

Prognose wurde der Breems-Score angewendet.[64]
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V. ERGEBNISSE

1. Patientenselektion

Wie im Methodenteil beschrieben konnten Uber die LfL-Datenbank 503 AML-
Rezidive identifiziert werden. Von diesen Fallen wurden 141 im Laufe ihrer
Erkrankung am Klinikum GroRhadern behandelt und konnten somit in ihrem
klinischen Verlauf ndher betrachtet werden. Flr 135 dieser Patienten waren
vollstdndige Angaben zur Rezidivtherapie verfugbar, wéhrend bei 6 Patienten die
klinischen Verlaufe nach erfolgtem 1. Rezidiv nicht mehr nachvollziehbar waren.
Fur diese 135 Patienten wurden die Rezidivtherapie und das Uberleben naher
betrachtet

Vollistandige Bestimmungen fir den Karyotyp bei Erstdiagnose und Rezidiv
standen fur 88 Patienten zur Verflgung. Diese werden unter V/2.6. weiter
analysiert. Bei 80 von 141 Patienten bestand bei Erstdiagnose ein normaler
Karyotyp. VVon diesen waren in 54 Féllen vollstdndige Angaben (ber Karyotyp
und Molekulargenetik vorhanden, so dass sich eine Untergruppe von 54 Patienten
mit normalem Karyotyp bei Erstdiagnose mit vollstandigen Aussagen (ber
Zytogenetik und Molekulargenetik fur die Marker NPM1 und FLT3-ITD ergibt.
Dieses spezielle Kollektiv wird in V./3. ndher betrachtet.

Der Selektionsprozess ist in Abbildung 1 dargestellt.
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n=503 AML Rezidive

\4

n=135 mit n=141 AML Rezidive
vollstandigen Angaben [ am Klinikum
zur Rezidivtherapie GroBhadern
v L
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vollstandigem

Karyotyp Karyotyp bei ED und
Rezidiv
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Karyotyp und
vollstandiger
Zytogenetikund
Molekulargenetik
Abbildung 1: Patientenselektion
2. Kollektiv mit vollstandigen Angaben zur Rezidivtherapie
(n=135)
2.1. Patientencharakteristika Ubersicht n=135

Im Folgenden sind die Patientencharakteristika bei  Erstdiagnose
zusammengefasst. Das mediane Alter betrug 56 Jahre, wobei der &lteste Patient
89,7 und der jingste 21,2 Jahre alt war. 46,3% der Patienten waren mannlich. 79
(56%) Patienten hatten bei Erstdiagnose einen normalen Karyotyp. Bei 81,4%
handelte es sich um de novo AML*s, wahrend 14% als SAML und 4% als t-AML
klassifiziert wurden. Die durchschnittliche Zahl der Blasten im Knochenmark
betrug 56%. Weitere Angaben, wie die durchschnittlichen Laborwerte fir
Leukozyten, Hamoglobin, Thrombozyten, LDH, sowie eine Ubersicht (iber die

Verteilung der FAB-Typen sind in Tabelle 10 einzusehen.
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Tabelle 10: Patientencharakterisitka

Patientenmerkmale Ergebnisse verfligbar in X, n (%)
Alter, Jahre 135 (100)
Median 56,0
Wertebereich 21,2-89,7
Leukozytenzahl, G/I 130 (96)
Median 44,5
Wertebereich 0,3-332
Thrombozytenzahl, G/I 128 (95)
Median 82,2
Wertebereich 5-480
Hamoglobinwert, g/l 128 (95)
Median 9,5
Wertebereich 5,2-15,2
LDH, U/I 108 (80)
Median 584
Wertebereich 127-4623
Blasten im Knochenmark, % 120 (89)
Median 57
Wertebereich 0-96
Blasten im peripheren Blut, % 65 (48)
Median 39
Wertebereich 0-96
Weiblich, n (%) 72 (53,3) 135 (100)
Performance status (ECOG), n (%) 70 (52)
0 23(17)
1 14 (10)
2 31(23)
3 2 (1)
4 0(0)
Ursprung der AML, n (%) 135 (100)
de novo 110 (81)
SAML 20 (15)
t-AML 5 (4)
NPM1+, n (%) 41 (30) 107 (79)
FLT3-ITD+, n (%) 32 (24) 128 (95)
FLT3-TKD+, n (%) 14 (10) 122 (90)
FAB Klassifikation, n (%) 129 (96)
MO 5 (4)
M1 30 (21)
M2 44 (31)
M3 3(2)
M4 25 (18)
M5 12 (9)
M6 9 (6)

biphanotypisch 1(1)
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Karyotyp, n (%)
normal
glnstig
intermediar
unginstig

Allogene Knochenmarkstransplantation, n

(%)
Erstdiagnose
Rezidiv

RFS, Monate
Median

2.2. Initiale Behandlung

76 (56)
6 (4)
110 (81)
18 (13)

12 (9)
84 (62)

8,37

134 (99)

Nach Erstdiagnose wurden 84 (62,2%) Patienten innerhalb von Studien behandelt.

Die Therapieregime der verbliebenen 51 Patienten wurden einer Studien-analogen

Behandlung zugeordnet. So wurden 54 Patienten im Rahmen der AMLCG99-

Studie und 19 Patienten Studienanalog nach demselben Regime behandelt. Des
Weiteren wurden 14 Patienten in der AMLCG2004 und 13 in der AMLCG2008-
Studie behandelt. Eine Ubersicht tiber die Verteilung nach Studien und Studien-

analoger Behandlung ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Therapie in Studien

Studie Studienanalog
AMLCG99 54 19
AMLCG2004 14 5
AMLCG2008 13 3
AML-HD/98A
Studie 2 3
AML1-/99-Protokoll 1 6
AMLCG92 0 2
AML-5G07/04 0 2
7+3 0 8
AML/2-95 0 1
andere 0 2
Gesamt 84 51
2.3. Rezidivfreies Uberleben

In Abbildung 2 ist das Rezidiv-freie Uberleben, die Zeit von der CR1 bis zum
Rezidiv, dargestellt. Die mediane Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs betrug
8,37 Monate. Da im Rahmen der Arbeit nur AML-Rezidive betrachtet wurden,
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betragt die Rezidivrate 100%. Die Frihrezidivrate mit einem Rezidiv innerhalb
der ersten 6 Monate betragt 34,0% (n=46/135).

1009

a0

80

70

60

50

40

30

Rezidivfreies Uberleben

207
Rezidiv (n=135, Median=8,37 Monate)

Monate ab CR

Abbildung 2:Rezidivfreies Uberleben (CR1-Rezidiv)

2.4. Rezidivtherapie

Zur Einteilung der Rezidivtherapien wurden eine palliative und kurative
Behandlung unterschieden. Als palliativ wurden diejenigen Félle betrachtet, fir
die kein kuratives Therapieziel definiert wurde und die weder eine
Reinduktionstherapie, noch eine Bridgingtherapie mit dem Ziel einer
Stammzelltransplantation erhielten. Dies war in 37 Fallen (26,4%) gegeben. 98

Patienten (69,3%) wurden kurativ behandelt.
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Art der Therapie

m kurativ = palliativ

Abbildung 3: Art der Therapie

Von den kurativ behandelten Patienten erhielten 84/98 (85,7%) eine allogene
Stammzelltransplantation, 13/98 (13,3%) wurden rein chemotherapeutisch
behandelt. 55 von 84 (65,5%) der transplantierten Patienten erhielten vor ihrer
Transplantation eine chemotherapeutische Behandlung. Von diesen erhielten
31/55 (56,4%) eine Reinduktionstherapie und 24/55 (43,6%) eine Bridging-
Therapie vor Transplantation. 29/84 (34,5%) wurden ohne weitere
chemotherapeutische Behandlung mittels KMT therapiert. 1 Patient verstarb unter

Bridiging-Therapie vor Transplantation.



Ergebnisse 36

Therapie
Kurativ
n=98
]
v N 4
KMT CTX ohne KMT
n=84+1 n=13
]
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n=29 = n=1
|
v \Z

Reindllx(ll(\}:lilgn vor Bridging vor KMT

n=31 n=24

Abbildung 4: Kurative Rezidivtherapie Ubersicht

24.1.
Es wurden insgesamt 69/135 (51,1%) Patienten Chemotherapien in kurativer
Absicht verabreicht. Weitere 27/135 (20,0%) Patienten erhielten eine palliative

Chemotherapie im Rezidiv

Chemotherapie. Im Folgenden sollen nur die kurativen Chemotherapien betrachtet
werden. Die Chemotherapien der Rezidivtherapie kdnnen je nach Therapieziel
den Untergruppen ,,Bridging* und ,,Reinduktion* zugerechnet werden. So werden
die Chemotherapien, die mit dem Ziel einer allogenen Stammzelltransplantation
uberbriickend, meist wéhrend der Spendersuche, gegeben werden als ,,Bridging*
bezeichnet, hier in 25/69 (36,2%) Féllen gegeben. Hierunter befindet sich ein
Einzelfall der unter der Konditionierung in primar kurativer Absicht verstarb,
bevor die Transplantation durchgefiinrt werden konnte. Alle anderen Félle

erhielten nach der Bridging-Therapie eine Transplantation.

Als ,,Reinduktion* werden die Therapien bezeichnet, die in primar kurativer
Absicht verabreicht werden. In diesem Fall kann entweder eine alleinige
Reinduktionschemotherapie erfolgen oder nach der Reinduktion noch eine
Stammzelltransplantation durchgefithrt werden. Tabelle 12 stellt eine Ubersicht
der kurativen Chemotherapien (n=69) dar.
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Tabelle 12: Kurative Chemotherapien

Bridging + Reinduktion + | Reinduktion | Unter Bridging
Transplantation | Transplantation | nur CTX verstorben
24 (34,8%) 31(44,9%)| 13(18,8%) 1(1,4%)
low dose Ara-C based 24 0 0 0
AraC based 0 12 2 0
s-HAI 0 8 4 0
FLAG-IDA 0 6 1 0
HAM based 0 4 3 0
ATRA 0 0 2 0
Andere 0 1 1 1

Die Bridging Regime beinhalteten ausschlieBlich low-dose Cytarabin, teilweise
intermittierend verabreicht. Als Reinduktionstherapien wurden gemall Rezidiv-
Chemotherapie-Protokollen HAM, s-HAI, FLAG-IDA, ATRA+ATO sowie
Cytarabin mit 100mg/m2 Korperoberflaiche (KOF) eingesetzt. Hochdosis-
Cytarabin wurde in einigen Fallen mit einem Anthrazyklin kombiniert. Die nicht
néher bezeichneten Chemotherapien bestanden im Falle der Reinduktion vor
Transplantation aus Mitoxantron und Etoposid, wobei in diesem Fall eine Double-
cord-transplantation durchgefuhrt wurde. Die Reinduktion ohne weitere KMT in
einem speziellen Fall bestand aus low-dose-Cytarabin mit folgender donor
lymphocyte infusion. Der Patient, der wéhrend des Bridgings verstarb erhielt
bereits in Vorbereitung auf die KMT Chemotherapien gemal FLAMSA-
Protokoll.

2.4.2. KMT im Rezidiv

84/135 (62,2%) Patienten wurden im Rahmen ihrer Rezidivtherapie mit einer
allogenen Stammzelltransplantation behandelt. 36/84 (42,9%) dieser Patienten
erhielten eine Stammzellspende eines Familienmitglieds. 61/84 (72,6%) konnten
HLA-ident transplantiert werden, wahrend bei 10/84 (11,9%) ein HLA-mismatch

vorlag.

Die  Konditionierungstherapie  wurde  danach  eingeteilt, ob  eine
Ganzkorperbestrahlung mit 4Gy stattgefunden hat. Diese wird hier als TBI-based
(Total body irridiation) bezeichnet und wurde bei 42/84 (50,0%) der Patienten
durchgefihrt. (siehe Tabelle 13)
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Tabelle 13: Tranplantationscharakteristika (n=84)

Transplantationscharakteristika n= %

Spender

Familienspender 36 42,9
Fremdspender 48 57,1

Myeloablative Therapie

TBI based 42 50
Non-TBI based 42 50
HLA Merkmale

HLA ident 61 72,6
HLA mismatch 10 11,9
haploident 12 14,3
keine Angabe 1 1,2

2.4.3. Erfolg der Rezidivtherapie

98/135 (72,6%) Patienten erhielten eine kurative Rezidivtherapie. Der Erfolg der
Therapien lasst sich zum einen an der Zahl der erreichten Remissionen, sowie
dem Uberleben ablesen. In Abbildung 5 ist eine Ubersicht tiber das Erreichen
einer zweiten Remission nach vorangegangener Therapie dargestellt. So konnten
77/135 Patienten eine CR2 erreichen. Das entspricht 57,0% aller Patienten und
78,6% der Patienten, die einen kurativen Therapieansatz erhielten. Von den 84
Patienten, die im Rahmen der Rezidivtherapie eine allogene
Stammzelltransplantation erhielten, konnten 71 (84,5%) eine weitere Remission
erreichen, jedoch nur 7 (53,8%) der 13 Patienten mit alleiniger Kkurativer
Chemotherapie als Rezidivtherapie.
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Rezidiv
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v 1
Therapie Therapie
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Abbildung 5: Erfolg Rezidivtherapie

2.CR durch Rezidivtherapie

n=77

Das mediane Gesamtuberleben nach ED betrug 52,6 Monate, das nach 1. Rezidiv

35,4 Monate fir die gesamte Kohorte. Fir die Kohorte mit den kurativ

behandelten Fallen (n=98) konnte aufgrund zu weniger Ereignisse kein Median

erstellt werden.
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Abbildung 6: Gesamtiuberleben ab ED
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Abbildung 7: Uberleben ab ED bei kurativer Rezidivtherapie
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In Abbildung 8 ist das unterschiedliche Uberleben nach Art der Rezidivtherapie
aufgezeigt. Ein Median lie} sich aufgrund der niedrigen Fallzahlen und hoher
Zensurraten der einzelnen Gruppen nicht ermitteln, so dass ebenfalls kein
signifikanter Unterschied im Uberleben der einzelnen Gruppen gezeigt werden.

konnte.
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Uberleben ab 1. Rezidivin Monaten

Abbildung 8: Uberleben nach 1. Rezidiv

2.4.4. Breems-Score
Zur Einordnung des prognostischen Index dieser Kohorte wurde der Breems
Score zum Zeitpunkt des ersten Rezidivs berechnet (siehe 11/6.3.), der Alter,

Zytogenetik, vorangegangene SCT, sowie RFS ber(cksichtigt (Tabelle 13).[64]

Tabelle 14: Breems Score Auswertung

Breems Kategorie Breems Score n (%)
Gunstig 7 (5,2%)
Intermediar 33 (24,4%)
Unglinstig 95 (70,4%)
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Hier zeigt sich fur den Grofdteil (70,4%) unserer Kohorte ein unginstiger Score

zum Zeitpunkt des ersten Rezidivs. Nur 5,2% werden zur glnstigen Kategorie

gezahlt. Insgesamt spricht dies fur ein Kollektiv mit einer schlechten Prognose in

Hinblick auf Uberleben und Erfolg der Rezidivtherapie. Eine solche Verteilung

war aufgrund der Einschlusskriterien erwartet. Dieses Ergebnis wird in den

Ergebnissen zum Erfolg der Rezidivtherapie teilweise wiedergespiegelt.

Bei der Berechnung der Uberlebenskurven gemaR des prognostischen Scores zeigt
sich folgendes Ergebnis. (Abbildung 9)
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Abbildung 9: Uberleben nach Breems-Kategorie ab 1. Rezidiv

In der Graphik erscheint die Gruppe mit gunstigem Prognosescore mit deutlichem

Uberlebensvorteil. Aufgrund der zu geringen GruppengréRe, sowie zu weniger

Ereignisse sind die Unterschiede zwischen den einzelnen Untergruppen jedoch

nicht signifikant.

153
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2.5. Uberblick der genetischen Befunde

Bei  Erstdiagnose  wurden  unterschiedliche  molekulargenetische  und
zytogenetische Untersuchungen bei den Patienten durchgefuhrt und folglich nicht
alle Mutationen bei allen Patienten untersucht. In Abbildung 10 sind die
genetischen Befunde bei Erstdiagnose als Ubersicht dargestellt. So wurden am
haufigsten die NPM1- (41 mutiert/107 bestimmt), sowie die FLT3-ITD-Mutation
bestimmt (32 mutiert/128 bestimmt), wéhrend die CEBPA-Mutation nur in
wenigen Féllen bei Erstdiagnose (43) und im Rezidiv bei keinem Patienten
bestimmt wurde. Aus diesem Grund wurden fir die Auswertung der
molekulargenetischen Stabilitdten in V./3. nur die Untergruppe mit vollstandigen
Bestimmungen fir NPM1 und FLT3-ITD ausgewahlt, um die grotmdgliche
Fallzahl und somit Aussagekraft zu erhalten.

Mutationen bei ED n=135
(mutiert in n Fallen/bestimmt in n Fallen)

45 41/107
40
35 32/128
30

25

20

14/122
15
10
5/124

5 2/43

0
NPM1 FLT3-ITD FLT3-TKD MLL-PTD CEBPA

Abbildung 10: Ubersicht Mutationen

2.6. Vollstandige Zytogenetik

Wie bei den molekulargenetischen Analysen wurden auch bei der Zytogenetik
nicht alle Patienten vollstdndig untersucht. Vor allem im Rezidiv fehlt in 53
Fallen die Bestimmung des Karyotyps, so dass insgesamt 88 Patienten fiir einen
Vergleich der Zytogenetik bei Erstdiagnose und Rezidiv zur Verfiigung stehen
und in V/2.5.1.1. ndher betrachtet werden. (Abbildung 11)
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Karyotyp bestimmt bei Karyotyp bestimmt im
Erstdiagnose Rezidiv
n=140 n=89

Vollstandige Zytogenetik in
Erstdiagnose und Rezidiv |
n=88

L 4

Abbildung 11: Bestimmungen Zytogenetik

Fur die Einteilung in zytogenetische Gruppen, wurde die MRC-Klassifikation
(siehe 11./6.2.) verwendet und nur die Patienten mit vollstdndiger
Karyotypenanalyse in Erstdiagnose und Rezidiv (n=88) betrachtet. So hatte bei
Erstdiagnose mit 90% der Grofteil der Patienten einen intermedidren Karyotyp
und nur 3% einen glnstigen Karyotyp. Insgesamt hatten 80 Patienten keine
Aberrationen und somit einen normalen Karyotyp bei Erstdiagnose. In der
Untergruppe der Falle mit vollstdndigen zytogenetischen Bestimmungen
entspricht das 58 Patienten (65,9%). Diese werden nach MRC den intermedidren

Karyotypen zugeordnet und nicht extra aufgefuhrt.
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MRC bei Erstdiagnose n=88

® Glnstig = Intermediar = Unginstig

Abbildung 12: MRC bei ED

Die Abbildungen 13, 14 und 15 zeigen die Evolution der Karyotypen von
Erstdiagnose bis Rezidiv. So zeigt sich, dass nur ein 1 gunstiger Fall im Rezidiv
einen glnstigen Karyotyp behélt, wéhrend bei den intermedidren Karyotypen
74/79 (93,7%) im Rezidiv konstant bleiben. Insgesamt bleiben von den 88
Patienten 80 (90,9%) innerhalb ihrer MRC-Einordnung konstant, wahrend 7/88
(8,0%) im Rezidiv einer schlechteren Kategorie zuzuordnen sind. Bei einem
Patienten mit unglnstigem Karyotyp bei Erstdiagnose, der im Rezidiv einem
intermedidren Karyotyp zuzuordnen ist, wurde bei Erstdiagnose eine inv(3)
festgestellt, die nun im Rezidiv nicht mehr zu finden war. Insgesamt zeigt sich
aber, dass die zytogenetische Einteilung auch bei den AML-Rezidiven eine hohe
Stabilitat aufweist und es im Falle einer Veranderung der Zytogenetik eher zu
einer Verschlechterung im Sinne der zytogenetisch prognostischen Einordnung

kommt.



Ergebnisse 46

Glnstig Rezidiv n=1

. . _ Intermediar Rezidiv|
GunstigED n=3 =1

Ungiinstig Rezidiv
n=1

Abbildung 13: Evolution Zytogenetik ED-Rezidiv (Gunstig)
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Abbildung 14: Evolution Zytogenetik ED-Rezidiv (Intermediar)
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Abbildung 15: Evolution Zytogenetik ED-Rezidiv (Ungunstig)

2.6.1. Uberleben nach Zytogenetik

Bei der Auswertung der Uberlebenszeiten nach Karyotyp wird zuerst das
Uberleben nach Erstdiagnose mit der zu diesem Zeitpunkt bestehender
Zytogenetik betrachtet. In Abbildung 16 zeigt sich ein tendenzieller

Uberlebensvorteil fiir die glinstige zytogenetische Gruppe. Ein Vergleich der
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Uberlebenszeiten im Log-Rank-Test ist aber aufgrund zu geringer Patientenzahlen

in den einzelnen Gruppen nicht signifikant.
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Abbildung 16: Uberleben nach Zytogenetik (ED-Tod)

Bei der Analyse der Uberlebenszeiten nach Rezidiv, mit den nun veranderten
Karyotypen zeigt sich ein ahnliches Bild der Uberlebenszeiten, wie nach
Erstdiagnose. Auch hier ist der Unterschied im Uberleben zwischen den

Untergruppen nicht signifikant. (Abbildung 17)
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Abbildung 17: Uberleben nach Zytogenetik (Rezidiv-Tod)

2.7. Fusionsgene

Bei den durchgefiihrten FISH-Analysen wurden auch Fusionsgene gefunden. Es
handelt sich um 3 Félle mit AML M3 mit der definierenden PML-RARA
Translokation, 5 Falle von CBF-Leukadmien und 4 MLL-Rearrangements. Bei den
CBF-Leukdmien traten 3 Félle mit AML1-ETO und 2 mit CBFb-MYH11
Transfusionsgenen auf. Von den MLL-Rearrangements wurden 2 néher bestimmt.
Es handelte sich in beiden Féllen um eine MLL-AF9. All diese Patienten wurden
im Rezidiv auf die bei Erstdiagnose gefundenen Fusionsgene untersucht. Dabei
zeigte sich eine Stabilitat von 100%. (siehe Abbildung 18)
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Abbildung 18: Fusionsgene

3. Kollektiv. CN-AML mit FLT3-ITD und NPM1-

Bestimmung n=54

Fur die Gruppe der Patienten mit CN-AML bei Erstdiagnose mit gleichzeitig
vollstandigen molekulargenetischen Analysen fur die NPM1 und FLT3-ITD
wurden die Stabilitdten und Evolution der genetischen Merkmale gesondert
betrachtet. Hierbei handelt es sich um 54 Félle. (Siehe Abbildung 1)

3.1. Stabilitaten und genetische Evolution

Insgesamt fanden sich bei Erstdiagnose 32/54 (59,3%) Patienten mit NPM1 und
15/54 (27,7%) mit FLT3-ITD Mutation. Die NPM1 Mutation war zu 93,5% im
Rezidiv konstant, wahrend nur 1/22 (4,5%) Patient mit WT bei Erstdiagnose eine
NPM1 Mutation im Rezidiv hinzugewann. Bei den FLT3-ITD-Mutationen wurde
eine Stabilitdt von 100% erreicht. In 6/38 (15,8%) Fé&llen kamen bei WT bei
Erstdiagnose im Rezidiv eine weitere FLT3-ITD Mutation hinzu. Bei allen
Patienten die eine molekulargenetische Mutation hinzugewannen blieb der
Karyotyp (CN in Erstdiagnose und Rezidiv) konstant. (Siehe Tabelle 15). In
Abbildung 23 (Siehe Anhang) ist ein Uberblick tber den Mutationsstatus in
Abhangigkeit der Zytogenetik dargestellt.
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Tabelle 15: Stabilitaten FLT3-ITD/NPM1

Stabilitat im Rezidiv | Verlust im Rezidiv | Hinzugewinn im Rezidiv
NPM1 30/31 (93,5%) 3/32 (6,5%) 1/22 (4,5%)
FLT3-ITD 15/15 (100%) 0/15 (0%) 6/38 (15,8%)
3.2. NPM1/FLT3-Paare Evolution

Eine Ubersicht der Kombinationen der molekulargentischen Marker NPM1 und
FLT3-ITD je nachdem ob der Marker mutiert (mut) oder unverandert (WT
,»wildtype®) bei Erstdiagnose vorliegt ist in Tabelle 16 einzusehen. Hier zeigt sich
in 57,4% (31/54) der Félle die Marker bei Erstdiagnose denselben Status
innehaben (beide WT oder beide mutiert). In 20/54 (37,0%) trat eine NPM1-
Mutation ohne gleichzeitig mutierte FLT3-1TD auf, aber nur in 3/54 (5,6%) wurde
eine FLT3-1TD Mutation ohne gleichzeitig mutierte NPM1 gefunden.

Tabelle 16: Mutationsstatus NPM1/FLT3-1TD bei ED

NPM1/FLT3-ITD (Status) n=
NPMZ1(WT)/FLT3-ITD(WT) 19/54
NPM1(mut)/FLT3-ITD(WT) 20/54
NPMZ1(WT)/FLT3-ITD(mut) 3/54

NPM1(mut)/FLT3-ITD(mut) 12/54

Die Evolution dieser Paare ist in Abbildungen 19-22 dargestellt. Auch hier zeigt
sich eine hohe Stabilitat der Marker-Kombinationen von 81,4% (44/54). Die
geringste Stabilitat zeigt sich bei mutiertem NPM1 mit unveranderter FLT3-ITD
(12/20; 60,0%), die groBRte wenn beide Marker schon bei Erstdiagnose mutiert
waren (100%). Insgesamt finden sich im Rezidiv 20 Félle mit NPM1 und FLT3-
ITD Wildetype und 17 bei denen beide Mutationen mutiert sind, so dass in 67,9%
der Falle nun beide Marker denselben Status innehaben. Nur 1 Patient hat eine
FLT3-ITD Mutation bei NPM1 WT hinzugewonnen (4/54), wahrend sich die
Anzahl der Félle mit mutiertem NPM1 bei FLT3-ITD WT von 20 auf 13/54
verringert hat. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich zum einen, wie in der
Zytogenetik, eine hohe Stabilitat absolut, sowie in Bezug auf die Prognosegruppe
zeigt, zum anderen, im Falle einer Veranderung, eine Evolution eher zur genetisch

ungunstigen Prognosegruppe erfolgt.
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Abbildung 19: Evolution NPM1(WT)/FLT3-ITD(WT)
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Abbildung 20: Evolution NPM1(mut)/FLT3-ITD(WT)
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Abbildung 21: Evolution NPM1(WT)/FLT3-1TD(mut)
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Abbildung 22: Evolution NPM1(mut)/FLT3-1TD(mut)
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VI.  DISKUSSION

In der Arbeit wurde zum einen die genetische Stabilitdt molekulargenetischer und
zytogenetischer Marker, zum anderen Therapie und Uberleben von AML-
Rezidiven betrachtet.

Da es sich um eine retrospektive Studie handelte unterliegt diese den
Limitierungen, die dieses Studiendesign mit sich bringt. Im Rahmen des
Selektionsprozesses mussten daher zahlreiche Falle aufgrund unzureichender
Dokumentation der Therapien, sowie der unvollstdndigen genetischen
Bestimmungen ausgeschlossen werden. Trotz einer Zahl von 503 AML-
Rezidiven, die in der LfL-Datenbank gefunden werden konnten, standen am Ende
nur 141 bzw. 135 fir die endgiltigen Analysen zur Verfugung. Durch diese
mafgebliche Reduktion der Fallzahlen wurde zwar die Aussagekraft flr einzelne
genetische Vergleiche geschwécht, insgesamt aber die Qualitat der Gesamtdaten
durch eine Re-Evaluierung der klinischen Verlaufe und der korrekten Einordnung
der genetischen Daten im Rahmen der Erkrankungen deutlich aufgewertet. Durch
die nachtragliche Bestimmung von FLT3-1TD und NPM1 zur Vervollstandigung
von matched-pairs konnte wiederum die Zahl der vergleichbaren Proben und
damit die Aussagekraft fur die genetischen Stabilitaten wieder gesteigert werden.
Da es sich nicht um eine Uberlebensstudie handelte und somit die Endpunkte nur
fur die Patienten vollstdndig beobachtet werden konnten, die im Klinikum
GroRhadern verstarben, resultierte eine geringe Zahl von Endpunkten, die die

Aussagekraft der Uberlebenszeiten einschrankt.
1. Patientenkollektiv und Rezidivtherapie

1.1 Patientenkollektiv und RFS

Das Patientenkollektiv der Arbeit ist sehr heterogen. Mit einem medianen Alter
von 56 Jahren (21-89), sowie einer anndhernd ausgeglichenen
Geschlechterverteilung (46,7% mannlich), &hnelt das Kollektiv dem der AMLCG-
Studie. [65, 66] Dies lasst sich auch dadurch erklaren, dass 86/141 Patienten
(61,0%) innerhalb dieser Studie behandelt wurden. Das RFS ist mit 8,37 Monaten
im Vergleich zu einer prospektiven Studie von Buchner et al. eher gering (12-19

Monate). [65] Hierfur kommen verschiedene Ursachen in Frage. Unter anderem
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ist der Anteil der CN-AML ist in unserer Kohorte mit 56% sehr hoch. Bei
Buchner et al. sind handelt es sich nur in 14% um gesicherte CN-AML. In 53%
der Falle sind keine Angaben tber den Karyotyp verfligbar. Des Weiteren kann es
daran liegen, dass die primére Selektion von AML-Rezidiven die RFS-Zeiten
deutlich verkiirzt, da keine primér kurierten Falle in die Statistik mit eingehen.
Auch ist durch das Einschlusskriterium, dass die Patienten zu mindestens einem
Zeitpunkt am Klinikum Grof3hadern behandelt werden mussten, die Behandlung
an einem speziellen Zentrum fur Leuk@mien und Knochenmarkstransplantationen
zur Voraussetzung geworden, wodurch eine weitergehende Selektion fur frihe
Rezidive und ungunstige prognostische Grundvoraussetzungen der AML

anzunehmen ist.

1.2. Rezidivtherapie und Uberleben

Im Rahmen der Rezidivtherapie wurde bei 98/141 (69,5%) Patienten eine kurative
Therapie eingeleitet, wéhrend 37/141 (26,5%) palliativ behandelt wurden. Von
den kurativ behandelten Patienten erhielten 84 (86,6%) eine allogene
Stammzelltransplantation und von diesen 55 in Kombination mit einer
Chemotherapie (Bridging oder Reinduktion). Dies entspricht auch den aktuellen
Empfehlungen, da eine allogene Stammzelltransplantation in Kombination mit
einer Chemotherapie aktuell als (berlegene Rezidivtherapie gegenuber alleiniger
Chemotherapie angesehen wird, auch wenn eine prospektive Studie zum Erfolg
der Rezidivtherapie bisher noch aussteht. [12, 26, 67] Auch in dieser Arbeit stellte
sich die allogene Stammzelltransplantation Uberlegen dar. So konnten insgesamt
78,6% eine 2.CR nach Rezidivtherapie erreichen. Hierbei wurde von 71/84
(84,5%) Patienten mit allogener PBSCT eine weitere Remission erreicht, jedoch
nur 6/13 (46,1%) der Patienten die nur mit CTX behandelt wurden. Die
Uberlebenszeiten nach Rezidiv sind aufgrund der fehlenden prospektiven
Therapiestudien schwer zu vergleichen. Insgesamt zeigt sich ein verlangertes
medianes Uberleben nach Rezidiv mit 35,4 Monaten fiir die Gesamtkohorte, im
Vergleich zu Armistad et al. (2,3-11,7 Monate), der in einer retrospektiven Studie
das Uberleben nach AML-Rezidiv analysierte. [67] Dies liegt zum einen darin
begrundet, dass sich die Kohorten insbesondere in Bezug auf ihre zytogenetischen
Merkmale unterscheiden. So beinhaltet die Kohorte von Armistad et al. 40,8%
Patienten innerhalb der intermedidren zytogenetischen Prognosegruppe, welche

die Gruppe der normalen Karyotypen beinhaltet. Im Vergleich hierzu ist der
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Anzahl allein der Patienten mit normalem Karyotyp mit 56,7% (80/141) in
unserer Kohorte deutlich hoher, so dass hier insgesamt von einem Kollektiv mit
besserer Prognose ausgegangen werden kann. Ein weiterer Grund ist, dass es sich
bei dieser Arbeit nicht um eine Uberlebensstudie handelte und damit eine zu
geringe Zahl an Endpunkten erreicht wurde, um eine signifikante Aussagekraft
tber das Uberleben zu erhalten. So konnte fiir die Kohorte der kurativ
behandelten kein Median erstellt werden, da die Mehrheit der gesicherten
Endpunkte in der palliativen Subgruppe zu verzeichnen war. Ein ahnliches Bild
zeigt sich beim Vergleich der Uberlebenszeiten der verschiedenen
Rezidivtherapien. Hier konnte kein signifikanter Vorteil einer Strategie gezeigt
werden, zum einen wegen der 0.g. Problematik, zum anderen wegen der zu

geringen Fallzahl der einzelnen Subgruppen.

Im Vergleich der Transplantationssettings mit Duval et al., der die PBSCT als
Therapie fur rezidivierte akute Leukdmien und deren Outcome betrachtete, zeigt
sich ein ahnliches Bild. So konnte der Anteil an mismatch Transplantationen mit
11,9% im Vergleich zu 14% ahnlich gering gehalten werden. Ebenso ergab sich
ein gleichkommender Anteil der Familienspenden (42,9% zu 40%). Diese
Parameter gehen bei Duval et al. in den Prognosescore fir das Outcome der
PBSCT mit ein. Die Konditionierungstherapie scheint dafiir hingegen keine Rolle
zu spielen. Hier zeigt sich auch ein Unterschied von einer TBI-based
Konditionierung in dieser Arbeit mit einem Anteil von 50% im Vergleich zu 63%.
[23] Damit zeigt sich, dass das Setting der PBSCTs von AML-Rezidiven am
Standort GroBhadern mit denen an internationalen Transplantationszentren

vergleichbar ist.

Des Weiteren wurde versucht den durch Breems et al eingefuhrten Score [64] zur
Einordnung der Prognose ab 1. Rezidiv anzuwenden und eine externe Validierung
desselben durchzufiihren. Hierbei fallt die Patientenzahl in der giinstigen Gruppe
mit 7 Patienten sehr klein aus, wahrend die ungunstige Gruppe den Grofteil
unseres Kollektivs ausmacht (95/141; 67,4%). Dies lag insbesondere am hohen
Alter der Patienten zum Zeitpunkt des Rezidivs, sowie dem kurzen RFS des
Kollektivs. Es lasst sich vermuten, dass eine Selektion in Hinblick auf
Fruhrezidive, sowie Hochrisikopatienten durch die Durchfuhrung der Studie an
einem speziellen Zentrum erfolgte. Durch die geringe Gruppengréfie der

giinstigen Gruppe, sowie die insgesamt grofle Zahl der ,loss of follow-up*
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Patienten konnte kein signifikanter Unterschied im Uberleben zwischen den
einzelnen Kategorien gezeigt werden, so dass der Score im Rahmen unserer
Studie nicht extern validiert werden konnte. Jedoch weist die Tendenz der
Uberlebenskurven, sowie die Differenz der Mediane zwischen der intermediaren
(Median=34,5Monate) und unginstigen Subgruppe (Median=19,7 Monate) darauf
hin, dass der Score ein geeignetes Instrument darstellen konnte, die Prognose ab

1. Rezidiv vorherzusagen.

Insgesamt lasst sich weiterhin keine eindeutige Empfehlung flr die optimale
Rezidivtherapie aussprechen. Auch wenn sich deutliche Hinweise fir einen
Vorteil der Kombination aus PBSCT und Reindutions-CTX gegentiber Bridging
zeigen, steht der endgultige Beweis und die Durchfihrung einer prospektiven
Studie zum Vergleich der Rezidivtherapien der AML noch aus. [67] Da es sich
bei rezidivierter AML bereits um eine ungunstige Grundvorrausetzung handelt, ist
hier sicherlich eine PBSCT als Kombinations-Therapie vielversprechender, als
alleinige CTX, da diese auch bei AML mit intermedidarer und ungunstiger

Prognose bei ED bessere Ergebnisse erzielen konnte. [24]
2. Genetik und klonale Evolution

2.1. Zytogenetik

Fur die Betrachtung der Zytogenetik wurden nur die Félle herangezogen, bei
denen eine Karyotypen-Analyse bei ED und im Rezidiv durchgefiihrt wurden, so
dass hier nur ein Kollektiv von n=88 Fallen zur Verfigung stand. Bei
Erstdiagnose bestand im Kollektiv in 65,9% der Falle ein normaler Karyotyp.
Dies sind etwas mehr als bei Grimwade et al und Byrd et al mit 48% Anteil an
CN-AML bei ED auftraten. [33, 37] Ebenso sind in dieser Studie nur 3% einem
gunstigen, 7% einem ungunstigen und mit 90% der Grofteil einem intermediéren
Karyotyp bei ED zuzuordnen. Damit ist die intermedidre Gruppe weitaus groRer
als bei Byrd et al (70%), wahrend sowohl die gunstige (21%), als auch die
ungunstige (9%) Karyotypengruppe geringer bzw. ahnlich groR ausféllt. [33] Der
weitaus geringere Anteil an der glinstigen Gruppe lasst sich dadurch erkldren, dass
durch die primédre Auswahl von AML-Rezidiven eine Selektion fiir ungiinstige
AML-Genvarianten stattgefunden hat. Dagegen ware bei der unginstigen
Variante durch die 0.g. Selektion eventuell sogar ein héherer Anteil zu erwarten.

Dies lasst sich wiederum dadurch erkléren, dass ebenfalls die Patienten
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ausgeschlossen wurden, die primar keine CR erreichen konnten, also primér
therapierefraktar waren, oder erst durch eine PBSCT eine solche erreichen
konnten. Hierbei ist anzunehmen, dass ebenso eine Selektion fir sehr unginstige
AML-Untergruppen erfolgt ist. Der hohe Anteil an dieser intermedidren Gruppe,
sowie der hohe Anteil an normalen Karyotypen bestatigt die Relevanz der
weiterfuhrenden  molekulargenetischen ~ Untersuchungen  zur  genaueren

prognostischen Einordnung.

Bei der Untersuchung der Evolution der Zytogenetik zeigte sich eine sehr hohe
Stabilitdt von 90,9% in Bezug auf die Einordnung in eine zytogenetische
Prognosegruppe. Weitere 8% sind einer schlechteren zytogenetischen Gruppe
einzuordnen. Diese Evolution kann zum einen auf den urspringlichen Klon und
dessen Tendenz zur zytogenetischen Weiterentwicklung zurtickzufiihren sein,
zum anderen konnte hier die primére chemotherapeutische Behandlung zu DNA-
Sché&den und damit zur zytogenetischen Instabilitat gefiihrt haben. Diese hohe
zytogenetische Stabilitat widerspricht den Ergebnissen von Garson et al., der 1989
die Karyotypen von rezidivierten AML-Fallen mit dem Karyotyp bei ED verglich
und in 39% der Félle einen komplexeren Karyotyp im Rezidiv vorfand. [68] Dies
kann zum einen daran liegen, dass Garson et al. ein anderes zytogenetisches
Klassifizierungssystem verwendete und hier 7 verschiedene Untergruppen
verwendete, statt drei nach MRC, wie in dieser Studie. Zum anderen wurde bei
der Patientenselektion darauf geachtet moglichst vollstandige Bestimmungen der
molekulargenetischen Marker zu beiden Zeitpunkten zu haben und so konnte
moglicherweise eine Selektion fir einen hohen Anteil (65,9%) an CN-AML's
erfolgen. Ebenso lasst sich die Qualitdit der Karyotypenanalysen schwer
vergleichen, so dass auch hier Griinde fiir die unterschiedlichen Ergebnisse liegen

kdnnten.

Bei der Erstellung der Uberlebenskurven nach ED, bzw. nach Rezidiv unterteilt in
die einzelnen zytogenetischen Risikogruppen, liel} sich kein signifikantes
Ergebnis erzielen. Dies liegt zum einen an den bereits erwéhnten Limitierungen
der Endpunkte durch das Studiendesign, zum anderen an den zu Kkleinen
Fallzahlen fur die gunstige und die ungtnstige Gruppe nach MRC. Allerdings
scheint sich bei der Betrachtung der Kurven die tendenziell giinstige oder auch
ungunstige Prognose in die unterschiedlichen Gruppen nach MRC zu bestéatigen,
vor allem durch das Langzeit-Uberleben eines Patienten, der auch im Rezidiv
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noch der gunstigen Gruppe zuzuordnen ist.

2.2. Molekulargenetik

Fur die CN-AML s fanden sich in 32/54 (59,3%) Fallen eine NPM1 und 15/54
(27,8%) Fallen eine FLT3-ITD Mutation. Fir die Stabilitdt zeigte sich ein
ahnliches Bild fir die untersuchten molekulargenetischen Marker mit einer
Stabilitdt von 93,5% fir NPM1, 100% fur FLT3-ITD, sowie 83% fur die
Kombination aus beiden Markern. Die hohe Stabilitat der NPM1 Mutation konnte
bereits von Kronke et al mit 91% Stabilitat im Rezidiv gezeigt werden, bei einem
Vergleich molekulargenetischer matched-pairs fur NPM1 positive Proben in
Erstdiagnose und Rezidiv. Die FLT3-ITD-Mutation hingegen erreichte in dieser
Studie nur eine Stabilitat von 75% und ist somit geringer als in dieser Arbeit.
Daruiber hinaus kamen in 6 /38 (15,8%) Féllen mit FLT3-1TD-wildtype eine neue
Mutation im Rezidiv hinzu, so dass nun in 21/35 (39,6%) Fallen eine mutierter
FLT3-Status bestand. Dagegen wurde nur 1/22 (4,5%) NPM1-Mutation im
Rezidiv hinzugewonnen. Diese hohe Zahl an gefunden FLT3-ITD-Mutationen bei
Erstdiagnose, sowie der Zugewinn dieser Mutation im Rezidiv sprechen fir eine

Rolle der FLT3-ITD als sogenannte driver mutation. [51]

Bei der Betrachtung der FLT3-ITD/NPM1-Kombinationen lasst sich, analog zur
zytogenetischen Betrachtung, eine hohe Stabilitit aufzeigen, aber im Falle einer
Evolution die Tendenz zur schlechteren Prognosegruppe beobachten. Gale et al.
ordnete den Kombinationen drei verschiedene Risikogruppen zu, so dass FLT3-
ITD(-)/NPM1(+) der ginstigen, FLT3-ITD(+)/NPM1(-) der unginstigen und
derselbe Status beider Mutationen einer intermedidren Prognosegruppe entspricht.
[52] Angewendet auf diese Studie bleiben hier 3/3 (100%) Patienten der
unglnstigen Gruppe und nur 12/20 (60,0%) der ginstigen Gruppe konstant,
wéhrend im Rezidiv 8/20 (40,0%) der intermedidren Gruppe zuzuordnen sind.
Von den 31 Fallen, die den intermedidren Typen zugeordnet sind, bleiben 29
(93,5%) konstant und nur jeweils ein Fall ist im Rezidiv jeweils der giinstigen und
unglnstigen Gruppe zuzuordnen. Auch diese Ergebnisse lassen sich in Einklang

mit der klonalen Evolution bringen (siehe V1/2.3).
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2.3. Klonale Evolution

Die hohe Stabilitst der zytogenetischen und molekulargenetischen
Veranderungen, teilweise verbunden mit einem Hinzugewinn weiterer Mutationen
unterstitzt die von Ding et al. propagierte These der klonalen Evolution. Sie
besagt, dass fiir die Entstehung eines Rezidivs entweder eine Krebsstammzelle
weitere Mutationen hinzugewinnt, sich so weiterentwickeln kann und zum
Rezidiv-Klon wird, oder ein Sub-Klon der urspriunglichen Stammzelle, der die
primare Chemotherapie uberlebt, durch den Hinzugewinn weiterer Mutationen
das Rezidiv verursacht. [5] In beiden Fallen sind die urspringlichen Mutationen
im Rezidiv stabil. Auch die Ergebnisse von Parkin et al., der das genetische Profil
von matched pairs bei Erstdiagnose und Rezidiv untersuchte und daraus folgerte,
dass die inkomplette Eradikation der AML-Stammzellen fur die Entstehung eines
Rezidivs verantwortlich sind, kdnnen durch die oben genannten Ergebnisse
gestutzt werden. [6] Insgesamt lasst die sehr hohe Stabilitdt der untersuchten
genetischen Verénderungen vermuten, dass weitere Mutationen oder andere
Mechanismen die Zellen mit Resistenzmechanismen gegen die primare
Chemotherapie ausstatten. Um diese zu identifizieren konnten in Zukunft
Analysen  von  ganzen  Genomen, sowie  Genexpressions—  und

Methylierungsprofile hilfreich sein.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Die rezidivierte akute myeloische Leukamie stellt nach wie vor eine Erkrankung
mit schlechter Prognose dar. Um die Hintergriinde der Entstehung von Rezidiven
zu verstehen und die Therapiemdglichkeiten zu verbessern, scheinen die Analysen
von zytogenetischen, sowie molekulargenetischen Veranderungen der Leukdmie

von entscheidender Bedeutung zu sein.

Um die aktuelle Therapie zu evaluieren, wurde im ersten Teil der Arbeit die
Rezidivtherapie von 141 Patienten mit rezidivierter AML am Standort Klinikum
GroRhadern betrachtet und das Uberleben der Patienten beobachtet. Hierbei zeigte
sich zum einen die Relevanz der allogenen PBSCT in Kombination mit einer
Chemotherapie als bisher wirksamste Therapieoption. Dennoch bestétigte sich die
schlechte Prognose der rezidivierten AML und damit die Notwendigkeit von

randomisierten klinischen Studien zur Evaluierung der optimalen Rezidivtherapie.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurden, mit der Absicht die Rolle der klonalen
Evolution fur AML Rezidive zu evaluieren, die zytogenetischen Merkmale in 88,
sowie die molekulargenetischen Merkmale in 54 Fallen bei Erstdiagnose und
Rezidiv erfasst und verglichen. Hierbei zeigte sich eine sehr hohe Stabilitét,
sowohl flr zytogenetische, als auch fiir molekulargenetische Veranderungen, die
im Rahmen von Untersuchungen standardmé&Rig erfasst werden. Diese Daten
stlitzen zum einen die These der klonalen Evolution, zum anderen deuten sie
darauf hin, dass weitere unbekannte Verdnderungen zur Entstehung eines
Rezidivs und zur Entwicklung von Resistenzen gegen die primére Chemotherapie

beitragen.
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