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1 Einleitung

1.1 Die Akute Myeloische Leukiimie

Leukdmien werden je nach Art der entarteten Vorlduferzelle in Akute Lymphatische
Leukdmie (ALL), Akute Myeloische Leukdmie (AML), Chronisch Myeloische Leukémie
(CML) und Chronische Lymphatische Leukdmie (CLL) unterteilt (1). Bei der AML handelt
es sich um eine bosartige Entartung der Myelopoese. Die Myelopoese gehort zu dem Teil des
blutbildenden Systems, das fiir die Bildung von Granulozyten, Monozyten, Megakaryozyten
und Erythrozyten zustindig ist. Es kommt zur malignen klonalen Neoplasie myeloischer

Vorladuferzellen im Knochenmark mit Ausschwemmung unreifzelliger Blasten ins Blut.

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Die AML ist mit 80% die hédufigste Form der akuten Leukédmie des Erwachsenenalters und
nach der CLL die am zweit hdufigsten vorkommende Form der Leukdmie iiberhaupt (2).
Jéhrlich erkranken 3 von 100 000 Einwohner an einer AML (3). Zwischen den Jahren 1999
und 2012 verzeichnete das Zentrums fiir Krebsregisterdaten des Robert Koch Instituts relativ
stabile altersstandardisierte Erkrankungsraten. Mit einem medianen Erkrankungsalter von 63

Jahren handelt es sich bei der AML iiberwiegend um eine Erkrankung des dlteren Menschen

).

Die Atiologie der AML bleibt weitgehend ungeklirt, allerdings sind einige Risikofaktoren
bekannt, die mit einer erhdhten Inzidenz der AML einhergehen. Dazu gehort eine
Knochenmarksschdadigung durch Benzol, Zytostatika (u.a. Topoisomerase-II-Hemmer und
Alkylantien) und ionisierender Strahlung. Des Weiteren sind mehrere genetische
Erkrankungen (u.a. Down-Syndrom, Klinefelter-Syndrom und Fanconi-Andmie) mit einer
erhohten Inzidenz der AML assoziiert. Weiterhin kann eine AML aus einer bereits
bestehenden hidmatologischen Erkrankung (u.a. Myelodysplastisches Syndrom, Chronische
Myeloische =~ Leukdmie,  Polycythaemia  vera, = Osteomyelofibrose,  essentielle

Thrombozythdmie, aplastische Andmie, paroxysmale néchtliche Hamoglobinurie) entstehen

(1.



1.1.2 Pathogenese und klinisches Erscheinungsbild

Wiéhrend der Leukdmogenese kommt es zur malignen Entartung und zur raschen
unkontrollierten Proliferation der myeloischen Vorlduferzellen. Diese verdringen die normale
Hamatopoese im Knochenmark, welches ein GroBteil der Symptomatik der AML bedingt.
Die Verdrangung der roten Blutreihe verursacht eine Andmie, die mit Symptomen wie
Leistungsminderung, Dyspnoe, Tachykardie und Blésse einhergeht. Die Verdringung der
thrombozytiren Vorlduferzellen fithrt zu Thrombopenie mit erhohter Blutungsneigung, die
sich in Form von Petechien, Ekchymosen, Menorrhagien und Epistaxis klinisch manifestieren
kann. Die Verdringung der weillen Blutreihe fithrt zu Granulopenie mit erhohter
Infektanfalligkeit bis hin zur Sepsis. Seltener kommt es in der AML des Erwachsenen zu
einer Infiltration extramedullirer Organe (u.a. Leber, Milz, Haut, Gingiva und zentrales
Nervensystem) durch leukdmische Blasten. Extrem hohe Leukozytenzahlen konnen
Zirkulationsstorungen bedingen (Leukostase). Die Symptomatik beginnt meist akut und fiihrt

innerhalb weniger Wochen zur Diagnose der AML.

1.1.3 Diagnostik

Besteht aufgrund einer typischen Anamnese, korperlichen Untersuchung und eines Blut- und
Differentialblutbildes der Verdacht auf eine AML, erfolgt die Diagnosesicherung anhand
einer Knochenmarksprobe. Diese wird durch eine Knochenmarksaspiration aus dem
Beckenkamm gewonnen. Im Falle einer Punctio sicca kann auch ein Abrollpridparat einer
Knochenmarksstanzbiopsie untersucht ~ werden. Zur Routinediagnostik der
Knochenmarksprobe gehort die Zytomorphologie, Zytogenetik, Molekulargenetik,
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und die Immunphénotypisierung (3, 4). Laut den
Diagnosekriterien der World Health Organization (WHO) ist um eine AML diagnostizieren
zu konnen ein Nachweis von blastidren Zellen mit einem Anteil von mindestens 20% der
kernhaltigen Zellen im Knochenmark nétig (von diesem Diagnosekriterium ausgenommen ist
die AML mit t(15;17), t(8;21), inv16, oder t(16;16)) (5).

Neben der Diagnosesicherung gehort die Erfassung von  Grunderkrankungen,
krankheitsbedingter Komplikationen und der Therapiefahigkeit des Patienten zur
Routinediagnostik. Erscheint aufgrund des Allgemeinzustandes des Patienten eine allogene
Knochenmarkstransplantation eine mdgliche Therapieoption, sollte unmittelbar bei
Diagnosestellung eine Humane Leukozyten Antigene (HLA)-Typisierung des Patienten und

seiner Kernfamilie erfolgen (3, 6).



1.1.4 Klassifikation

Bei der AML handelt es sich um ein sehr heterogenes Krankheitsbild, das sich aus
verschiedenen Subgruppen zusammenstellt, die sich in Hinblick auf die Krankheitsbiologie,
dem klinischem Verlauf und der Prognose sehr stark unterscheiden (3).

Im Jahre 1976 verdffentlichte die French-American-British-Kooperationsgruppe (FAB) einen
Vorschlag zur Einteilung der akuten Leukémien nach hauptsdchlich morphologischen und
zytochemischen Gesichtspunkten (Tabelle 1.1). Da sich aus dieser Einteilung kaum
Riickschliisse auf den klinischen Verlauf der Erkrankung ziehen lassen, verliert diese immer
mehr an Bedeutung, wird allerdings immer noch hiufig parallel zur WHO-Klassifikation

erhoben.

MO | Minimal differenzierte AML

M1 | AML ohne Ausreifung

M2 | AML mit Ausreifung

M3 | Akute Promyelozytenleukémie

M4 | Akute myelomonozytire Leukédmie

MS5 | Akute monozytire Leukdmie

M6 | Akute Erythroleukdmie

M7 | Akute megakaryozytire Leukdmie

Tabelle 1.1: FAB-Klassifikation der AML(7)

Seit 2001 liegt die zwischenzeitlich mehrmals iiberarbeitete WHO-Klassifikation vor, die
klinische, morphologische, immunphénotypische, zytogenetische und molekulargenetische
Merkmale zur Unterteilung der AML in verschiedene Subgruppen miteinbezieht (Tabelle
1.2). Ziel dieser Klassifikation ist die Einteilung mit moglichst hoher klinischer Relevanz (5,

8).



1. AML mit rekurrenten genetischen Verinderungen

AML mit t(8;21)(q22;q22.1); RUNXI-RUNXITI

AML mit inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH1 ]
APL mit PML-RARA

AML mit t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A4

AML mit t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21.3926.2) oder t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKLI
Provisorische Entitdt: AML mit BCR-ABLI

AML mit mutiertem NPM1

AML mit biallelischen Mutationen von CEBPA

Provisorische Entitdt: AML mit mutiertem RUNXI

2

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Verinderungen

&

Therapieassoziierte myeloische Neoplasien

5

AML, nicht anderweitig klassifizierbar

Minimal differenzierte AML

AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytire Leukdmie

Akute monoblastére und monozytéire Leukédmie
Akute Erythrozytenleukdmie

Akute Megakaryoblastenleukédmie

Akute Basophilenleukdmie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

=

Myeloides Sarkom

&

Myeloide Proliferationen assoziiert mit dem Down-Syndrom

Transiente anormale Myelopoese
Mit dem Down-Syndrom assoziierte myeloische Leukémie

Tabelle 1.2: AML und verwandte Neoplasien nach WHO-Klassifikation 2016(5)

1.1.5 Prognostische Faktoren bei Erstdiagnose

Aufgrund der bedeutenden interindividuellen Unterschiede im Therapieansprechen und im
Uberleben der AML-Patienten sind prognostische Faktoren zur besseren Einschitzung des
individuellen Risikos unabdingbar. Die Prognose eines AML-Patienten kann bei Erstdiagnose
(ED) anhand patientenspezifischer und krankheitsspezifischer Faktoren geschétzt werden und
somit ein préitherapeutisches Risikoprofil der Erkrankung erstellt werden. In Studien wurde
die jeweilige prognostische Relevanz klinischer und genetischer Variablen fiir die Vorhersage

des Ereignisfreien Uberlebens (EFS) und des Gesamtiiberlebens (OS) untersucht (9-12).

Aktuell gilt die Zytogenetik und die Molekulargenetik als wichtigster und aussagekréftigster
prognostischer Faktor bei Erstdiagnose (9-11, 13-17). Die groBen Fortschritte in der
Entschliisselung zytogenetischer und molekulargenetischer Lésionen in den letzten Jahren,
fiihren nicht nur zu einem besseren Verstindnis der Biologie der Krankheit, sondern liefern

auch wichtige Information beziiglich Risikostratifizierung (15, 18). Auf Basis dieser
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Erkenntnisse hat die European LeukemiaNet (ELN) im Jahr 2010 eine Klassifikation zur
Einteilung in verschiedene Risikogruppen erstellt. Eine Uberarbeitete Version wurde im Jahr

2017 veroffentlicht und ist in der Tabelle 1.3 dargestellt.

Risikogruppe Genetische Anomalie

t(8;21)(q22;g22.1); RUNX1-RUNXITI inv(16)(p13.1q22) oder
t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYHI11

mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDlow
Biallelisches mutiertes CEBPA

Giinstig

mutiertes NPM1 und FLT3-ITDhigh

wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDlow (ohne als
ungiinstig klassifizierte genetische Anomalie)

t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Zytogenetische Anomalien, die weder als giinstig noch als ungiinstig
klassifiziert sind

Intermediar

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearrangiert

%(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABLI

inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2,MECOM(EVI1) 25
oder del(5q); 27; 217/abn(17p)

komplexer Karyotyp, monosomaler Karyotyp

wildtyp NPM1 und FLT3-ITDhigh

mutiertes RUNX1

mutiertes ASXL1

mutiertes TP53

Ungiinstig

Tabelle 1.3: ELN-Klassifikation 2017

Neben der Zytogenetik und Molekulargenetik hat das Alter des Patienten bei Erstdiagnose
einen unabhdngigen Einfluss auf die Prognose. Das schlechtere Therapieansprechen unter den
dlteren Patienten (>60 Jahre) ldsst sich unter anderem auf den relativ hoheren Anteil
prognostisch ungiinstiger Karyotypen, den hiufiger vorhanden Komorbidititen und die
hiufigere Expression von Multidrug-Resistance-Proteinen zuriickfithren (3). Weitere
Faktoren, die einen unabhéngigen negativen prognostischen Einfluss ausiiben sind eine hohe

Leukozytenzahl bei Erstdiagnose, sowie eine bestehende sekundire AML (3, 15, 19).

Anhand dieser prognostischen Faktoren erfolgt bei Erstdiagnose die Einteilung der Patienten
in Risikogruppen. Prognostische Aussagen fiir ein Individuum lassen sich aus dieser
Einteilung allerdings sehr eingeschrinkt ziehen, da die Prognose einzelner Patienten innerhalb

dieser Subgruppen stark variiert (20). Dies ldsst darauf schlieBen, dass weitere Faktoren einen
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groBBen Einfluss auf die Prognose ausiiben. Diese Faktoren zu identifizieren ist Bestandteil der
aktuellen Forschung. Im Fokus liegt die Identifikation weiterer prognostischer Faktoren bei
Erstdiagnose und die Erfassung des Therapieansprechens (4), worauf im Kapitel 1.1.7. und im

Kapitel 1.3 niher eingegangen wird.

1.1.6 Therapie

Die Therapie der AML-Patienten sollte in spezialisierten Zentren innerhalb von
Studiengruppen nach Therapieprotokollen erfolgen. Die Therapie erfolgt risikoadaptiert (21).
Der kurative Ansatz der AML-Therapie beinhaltet die systemische intravendse
Chemotherapie und die eventuell daran anschlieBende allogene Stammzelltransplantation

(SZT) (Abbildung 1.1) (3, 22).

Die systemische intravendse Chemotherapie erfolgt durch Applikation verschiedener
Kombinationen antileukdmischer Zytostatika (u.a. Cytosin-Arabinosid, Mitoxantron,
Daunorubicin und Thioguanin) nach Protokollen von AML-Studiengruppen. Sie gliedert sich
in verschiedene aufeinanderfolgende Therapiephasen. Zunichst erfolgt die intensive
Induktionstherapie, mit dem Ziel eine Komplette Remission (CR) zu erreichen. Mittels dieser
intensiven Chemotherapie werden Remissionsraten von 60-80% erreicht (23). AnschlieBend
wird in der Regel eine Postremissionstherapie in Form der Konsolidierungstherapie
verabreicht. Um eine moglichst dauerhafte Krankheitsfreiheit zu erzielen erhalten Patienten in
manchen Protokollen zudem eine Erhaltungstherapie als zyklische Polychemotherapie {iber 3

Jahre (3).

Je nach Spenderverfiigbarkeit, Risikoprofil, Alter, Komorbidititen und Patientenwunsch
kommt alternativ.  zur  konventionellen = Konsolidierungstherapie eine  allogene
Stammzelltransplantation als Postremissionstherapie in Betracht (24). Studien haben gezeigt,
dass Patienten mit ungiinstigem Risikoprofil die eine allogene SZT erhalten ein signifikant
besseres Gesamtiiberleben und Rezidivfreies Uberleben aufwiesen. Patienten mit giinstigem
Risikoprofil scheinen allerdings nicht von einer regelhaften Transplantation zu profitieren
(25-29). Die allogene SZT bringt fiir Hochrisikopatienten die hochsten Heilungsraten,
allerdings auch potentiell lebensbedrohliche Nebenwirkungen mit sich, weshalb eine
Indikation sorgfiltig gestellt werden sollte (6). Patienten der gilinstigen Risikogruppe sollten
nicht transplantiert werden, da das Risiko eine gefdhrliche Nebenwirkung zu erleiden hoher

ist, als der Nutzen, den der Patienten aus diesem Eingriff ziechen wiirde (30). Die allogene
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SZT wird nach Konditionierung (unter anderem durch intensive Chemotherapie und/oder
anschlieBende = Ganzkorperbestrahlung)  durchgefiihrt.  Potentiell ~ schwerwiegende
Komplikationen die mit einer Stammzelltransplantation einhergegen konnen sind u.a.
Pneumonie und Sepsis durch die lidngerfristige Immunsuppression, sekunddre Malignome,
Leukdmierezidive, eine Graft-versus-Host-Reaktionen, die bis hin zur therapieassoziierten

Mortalitét fiihren kénnen (31).

_’
m ——— CR ——p RELILITINY —— CR —

Abbildung 1.1: Therapietiberblick fiir medizinisch fitte AML-Patienten

Die Therapie der AML bleibt aufgrund der in einem erheblichen Anteil der Patienten
auftretenden  Therapieresistenz und rezidivierenden Erkrankung trotz intensiver
Chemotherapie und allogener SZT immer noch eine Herausforderung. Eine dauerhafte

Krankheitsfreiheit wird bisher nur in 25-40% der Fille erreicht (3, 14, 32-36).

1.1.7 Erfassung des Therapieansprechens

Die Erfassung des Therapieansprechens gewinnt fiir die Risikostratifizierung der Patienten
immer mehr an Bedeutung. Studien haben gezeigt, dass die Risikostratifizierung durch die bei
Erstdiagnose (ED) erhobenen Parameter durch Miteinbeziehung von Parametern, die das

Therapieansprechen erfassen, verbessert werden kann (37).

Die komplette Remission (CR) war iiber mehrere Jahrzehnte die einzige Moglichkeit der
Erfassung des Therapieansprechens und somit der Effektivitidt der Chemotherapie. Die heute
noch verwendete Standardmethode um die CR zu erfassen ist die Zytomorphologie. Die
morphologische CR gilt als erreicht, wenn eine KM-Probe mit normaler Hamatopoese aller
Zellinien und unter 5% Myeloblasten vorliegt und gleichzeitig das periphere Blutbild
regeniert erscheint (definiert als >1.500/ul Neutrophile und >100.000/ul Thrombozyten).
Zudem darf kein Nachweis extramedulldrer Herde bestehen. Es wurde gezeigt, dass Patienten
die eine CR erreichen linger leben und dass die Dauer der CR mit der Dauer des Uberlebens
korreliert (38). Es wurden CR basierte Therapieanpassungen durchgefiihrt (39). Patienten, die

eine CR nicht erreichen haben, haben eine schlechtere Prognose und erhalten in der Regel
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eine intensivierte Therapie. Zu den Nachteilen der morphologischen Messung des
Therapieansprechens gehort die relativ geringe Sensitivitdt von 5%, der relativ spéte
Zeitpunkt der Erfassung und die Subjektivitit der Beurteilung. Zudem ist es nach
ausschlieBlich morphologischen Kriterien in manchen Féllen nicht mdoglich zwischen
normalen und leukdmischen Blasten zu unterscheiden. Aufgrund der geringen Sensitivitét der
Methode, konnten trotz erreichter morphologischer CR bis zu 10' leukémische Blasten
persistieren, die nicht detektiert werden (40). Dies duBert sich darin, dass viele Patienten die

eine CR erreicht haben, ein Rezidiv erleiden.

Ein weiterer Parameter zur Erfassung des Therapieansprechens ist die sogenannte early Blast
Clearance (eBC) (41, 42). Sie erfasst den relativen Anteil der verbliebenen Blasten im
Knochenmark an Tag 16 nach Start der intensiven Induktionstherapie (eine Woche nach Ende
der ersten intensiven Induktionsphase). Die Erhebung dieser residuellen Blasten im
Knochenmark zeigte unabhingige prognostische Relevanz (14, 37). Es konnte gezeigt
werden, dass Patienten, die eine eBC nicht erreicht haben, eine schlechte Prognose haben,

selbst wenn sie sich in morphologischer CR befinden (37, 43, 44).

Ein vielversprechender neuerer therapieabhéngiger Faktor ist die Minimale Resterkrankung,

auf die im Kapitel 1.3 ndher eingegangen wird.

1.1.8 Prognose

Trotz Riickgang der alternsstandardisierten Sterberaten in den letzten Jahren ist eine
dauerhafte Heilung der AML-Patienten nur selten zu erzielen (2), auch wenn grof3 angelegte
AML-Therapiestudien seit den achtziger Jahren graduelle Fortschritte in der Therapie der
AML zeigen (14). Moderne intensive Induktionstherapien erzielen CR-Raten von 60-80%
(23). Allerdings erleiden 40-60% dieser Patienten ein Rezidiv innerhalb von 1 bis 2 Jahren
(45, 46). Eine dauerhafte Krankheitsfreiheit wird nur in 25-40% der Félle erreicht (3, 14).

Als Ursache fiir das Auftreten von Rezidiven wird der Verbleib einiger leukdmischer Zellen
angesehen, die die intensive Induktionstherapie iiberleben. Da angenommen wird, dass von
diesen in der kompletten Remission persistierenden leukédmischen Zellen aus das Wachstum
der leukédmischen Klone wieder ausgeht (47), ist es von groffter Bedeutung diese Zellen zu
identifizieren und zu quantifizieren (48). Die herkommlichen Parameter zur Beurteilung des
Therapieansprechen erweisen sich hierzu als nicht sensitiv genug, daher sind sensitivere
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Methoden nétig um das Therapieansprechen und damit die Prognose der Patienten zu
erfassen. Molekulargenetische und durchflusszytometrische Methoden zeigen sich hierzu als

sehr vielversprechend (49-51).
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1.2 Die Methode der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der automatisierten Untersuchung von Zellsuspensionen. Die
fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie wurde an der Westfdlischen Wilhelms-Universitét
von Wolfgang Gothe entwickelt und im Jahr 1968 zum Patent angemeldet. Seitdem hat sie
sich als Methode in der medizinischen Forschung und Diagnostik etabliert und findet auch
dariiber hinaus zahlreiche weitere Anwendungsmoglichkeiten (52). Die Durchflusszytometrie
erfasst die Form, Struktur und Farbung von Zellen und ermdéglicht dadurch die Analyse einer

hohen Anzahl an Zellen innerhalb von sehr kurzer Zeit.

1.2.1 Messprinzip

Die zu untersuchenden Zellen werden durch einen Hillstrom fokussiert, sodass sie einzeln
hintereinander durch eine diinne Kiivette flieBen. Dort werden sie von einem Laser

angestrahlt und das dabei entstehende Streulicht wird von zwei Detektoren wahrgenommen.

Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie konnen zudem bestimmte Oberflichenantigene
und zytoplasmatische Antigene der Zellen mit spezifischen fluoreszenzmarkierten
monoklonalen Antikérpern markiert werden. Das auf die Fluorochrome treffende Laserlicht
regt deren Fluoreszenz an, die von verschiedenen Detektoren erfasst werden. Die Intensitit
des wahrgenommenen Fluoreszenzsignals korreliert mit der Anzahl an spezifischen
fluoreszenz-markierten ~Antikorpern und somit mit der Anzahl der markierten
Oberflachenantigene und zytoplasmatischen Antigene der jeweiligen Zelle. Durch Kenntnisse
der Expressionsprofile der verschiedenen Zellen kann die jeweilige Zelle den verschiedenen

Gruppen zugeteilt und quantifiziert werden (52).

Innerhalb weniger Sekunden kénnen so weit iiber 50 000 Zellen vermessen werden (52).
Durch die stetige Weiterentwicklung der Methode sind heute multiparameter-Fluoreszenz-
Durchflusszytometer (MFC) erhiltlich, die 30 oder mehr verschiedene Fluoreszenzen
gleichzeitig messen konnen. Die Auswertung des Durchflusszytometrischen Datensatzes
erfolgt mittels spezifischer Softwareprogramme am Computer. Géngig ist die Darstellung der
Zellen in sogenannten Dot-plots, wobei jede Zelle in einem zweidimensionalen System

dargestellt wird.
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1.2.2 Anwendungsgebiete

Zu den Hauptanwendungsgebieten gehort die Routinediagnostik von Zellsuspensionen (u.a.
Blut, Knochenmark, Liquor und Lungenerguss) u.a. in der Hamatologie, Infektiologie und
Immunologie und in der medizinischen und biologischen Grundlagenforschung. Weiterhin

wird die Durchflusszytometrie in der Biotechnologie und in der Lebensmittelanalytik

angewendet (52).
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1.3 Die Minimale Resterkrankung in der AML

Der Begriff der Minimalen Resterkrankung (MRD) wurde in den 80er Jahren geprigt (48).
Aus der Beobachtung, dass die Mehrheit der sich in morphologischer CR befindlichen AML-
Patienten ein Rezidiv erleiden, entstand die Vermutung, dass einige leukdmische Zellen die
intensive Induktionstherapie iiberleben. Diese persistierenden Zellen werden durch die
Zytomorphologie — der herkdmmlichen Methode um den Remissionsstatus zu definieren —
nicht erkannt. Eine durch zytomorphologische Methoden nicht identifizierbare leuk&dmische
Population wird als Minimale Resterkrankung (MRD) definiert. Die Entwicklung sensitiverer
Methoden um die MRD zu identifizieren und zu quantifizieren ist somit von grof3ter
Bedeutung (48, 53). Ziel der MRD-Diagnostik ist es durch die sensitive Erfassung des
Remissionsstatus, die Risikostratifizierung und somit das risikoadaptierte Management der
AML-Patienten zu verbessern (31, 54-56). Weiterhin konnte die sequenzielle Erfassung der
MRD im Krankheitsverlauf dabei helfen, ein beginnendes Rezidiv mdglichst frithzeitig zu

diagnostizieren.

Aktuell stehen zwei grundlegende Methoden zur MRD-Diagnostik in der AML zur
Verfiigung. Die eine basiert auf der multiparametrischen-Fluoreszenz-Durchflusszytometrie
(MFC), die andere auf molekulargenetische Methoden, darunter die quantitative Real-Time-
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und das Next Generation Sequencing (NGS). Beide
unterscheiden sich beziiglich Sensitivitdit und dem Anteil an Patienten an denen sie

angewendet werden konnen.

1.3.1 Immunphinotypische Erfassung der MRD

1.3.1.1 Grundlagen: Antigenexpressionsmuster im Gesunden und in der AML

Ausgiebige durchflusszytometrische Analysen gesunden Knochenmarks ergaben, dass
gesunde Zellen zu bestimmten Zeitpunkten in der Hamatopoese ein bestimmtes
Antigenexpressionsmuster — den sogenannten Immunphénotypen — aufweisen (57-62). Diese
Kenntnisse iiber die Antigenexpressionsmuster der gesunden myeloischen Zelllinie bilden die
Basis der MFC-MRD-Diagnostik in der AML. Das zeitliche Auftreten der verschiedenen
Marker im Verlauf der Myelopoese ist in der Abbildung 1.2 dargestellt.
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Abbildung 1.2: Uberblick iiber die Antigenexpression im Verlauf der Myelopoese (59)(60-62)

AML-Zellen konnen aberrante Antigenexpressionsmuster aufweisen, die sich vom typischen

Antigenexpressionsmuster normaler Zellen der gleichen Zelllinie und des gleichen

Entwicklungsstadiums unterscheiden und die durchflusszytometrisch identifizierbar sind (47,

63, 64). Diese sogenannten Leukdmie-assoziierten aberranten Immunphédnotypen (LAIP)

werden auf allen oder auf einer Subgruppe der leukdmischen Zellen exprimiert. Eine sehr

niedrige Expression des LAIPs ldsst sich in wenigen Fillen auch auf gesunden

Knochenmarkzellen identifizieren.

Es werden vier verschiedene Formen der aberranten Antigenexpression differenziert(54, 65-

68):

1. Bei der Uberexpression wird ein Antigen im Vergleich zur Antigenexpression im

gesunden Knochenmark erhdht exprimiert.

2. Bei der Unterexpression kommt es im Vergleich zur normalen granulozytdren und

monozytdren Differenzierung zur verminderten Expression eines Antigens.

3. Bei der zelllinieniibergreifenden Expression werden linienfremde Antigene wie z.B.
lymphatische Antigene (CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD10, CD19 oder CD30) oder
NK-Zell-Antigene (CD56) auf den AML-Zellen exprimiert.

4. Die asynchrone Expression geht mit der Koexpression von Antigenen verschiedener

Differenzierungsstufen einher, die in gesunden Zellinien nur sequentiell aber nicht

gleichzeitig auftreten (z.B. die Stammzellantigene CD34 und CDI117 und die
myeloischen Differenzierungsantigene CD13, CD14, CD15, CD33, CD65).

Beispiele fiir die verschiedenen Expressionsmuster sind in der Abbildung 1.3 dargestellt.
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1.3.1.2 Gatingstrategien

Aktuell gibt es zwei grundsitzlich unterschiedliche Gatingstrategien zur Erfassung der MRD.
Bei beiden Methoden werden manuell sogenannte ,,Gates” um maligne Zellpopulationen

gesetzt, um diese zu definieren.

Bei der LAIP-gesteuerten Methode wird bei Erstdiagnose mindestens ein individueller LAIP
des Patienten definiert. Diese bei Erstdiagnose bestimmten LAIPs werden im Verlauf der
Krankheit beobachtet und Zellen die diesen LAIP exprimieren werden erhoben und
quantifiziert (69, 70). Eine Limitation dieser Strategie ist das potentiell im Verlauf der
Erkrankung auftretende Verdnderungen des Antigenprofils (,,Antigenshift) unerkannt

bleiben konnen.

Bei der , different-from-normal““-Methode wird in jeder erhobenen KM-Probe aufs Neue nach

jeweiligen Zellpopulationen mit aberrantem Expressionsmuster gescreent (71, 72).

1.3.1.3 Prognostische Bedeutung der MFC-MRD

Die prognostische Bedeutung der durchflusszytometrisch erfassten MRD in der AML des
Erwachsenen- und des Kindesalters wird in aktuellen Studien evaluiert. Es wurde gezeigt,
dass die MFC-MRD den Remissionsstatus sensitiver erfasst als die konventionelle
morphologische CR und somit einen zuverldssigeren prognostischen Parameter als diese
darstellt (55, 56, 73-77). Patienten mit einem positiven MRD-Status zu verschiedenen
Zeitpunkten wihrend der Therapie haben ein hoheres Risiko ein Rezidiv zu erleiden, als
Patienten mit einem negativen MRD-Test (53). Der MFC-MRD-Status stellt somit einen
wichtigen unabhingigen prognostischen Faktor dar (50, 74, 78) und bringt bei Diagnostik
zum Zeitpunkt nach Induktion und nach Konsolidierung fiir jede zytogenetisch und
molekulargenetisch definierte Risikosubgruppe zusitzliche unabhédngige prognostische
Information (70, 74-76, 78, 79). So konnte die MFC-MRD Diagnostik dabei helfen, innerhalb
der Subgruppen Patienten zu identifizieren, die unter hohem Rezidivrisiko stehen und sie von

denen abzugrenzen, die in wahrscheinlich in CR verbleiben werden.

Bisherige Studien konzentrierten sich fast ausschlieBlich auf die MFC-MRD Diagnostik zum
Zeitpunkt nach Induktion und auf spitere Zeitpunkte. Uber die Bedeutung der MFC-

Diagnostik zu einem fritheren Zeitpunkt, z.B. zum Zeitpunkt der Aplasie ist noch sehr wenig
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bekannt. Kern et al. und Kohnke et al. gehodren zu den Pionieren der Untersuchung der MRD

zu diesem frithen Zeitpunkt (Tabelle 1.4)(49, 80).

Zeitpunkt der MRD Messung  Studie n OR
Aplasie Kern 2004 106 1.8
Kohnke 2015 178 1.7
Kern 2004 58 29
Al-Mawali 2009 25 4.7
Nach Induktion Freeman 2013 286 1.9
Terwijn 2013 183 2.6
Chen 2015 245 3.1
Nach Konsolidierung Buccisano 2015 210 23
Vor allogener SZT Walter 2013 253 4.9

Tabelle 1.4: Zeitpunkte der Erfassung der MFC-MRD in ausgewihlten bisherigen Studien

1.3.2 Molekulargenetische Erfassung der MRD

Die molekulargenetische Erfassung der MRD beruht auf der Identifizierung und
Quantifizierung von Mutationen und von Fusionsgenen, die ausschlieBlich in der AML
vorkommen und die im normalen Knochenmark nicht vorzufinden sind (65). Solch ein
leukdmie-spezifisches Gen-Rearrangement kann allerdings nur in etwa 50% der Patienten
nachgewiesen werden, sodass diese Methode nur bei diesem Anteil an Patienten anwendbar
ist. Studien haben gezeigt, dass die molekulargenetische Erfassung der MRD zu einem frithen

Zeitpunkt prognostische Aussagekraft besitzt (81-83).

Studien zum sequenziellen MRD-Monitoring zeigten, dass persistierend hohe PCR-Level
oder ein steigendes Level an leukdmischen Transkripten ein Rezidiv vorhersagen (54).
Dadurch erhilt man die Moglichkeit einer frithen Intervention. Ob diese auch von klinischen

Nutzen ist, wird untersucht (4).
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Die hohen Rezidivraten in der AML stellen eine aktuelle therapeutische Herausforderung dar.
Die heutzutage etablierten prognostischen Faktoren erfassen nur sehr eingeschriankt das
Rezidivrisiko eines einzelnen Patienten. Somit ist die Suche nach neuen sensitiveren

prognostischen Faktoren von grof3er Bedeutung.

Die durchflusszytometrisch gemessene Minimale Resterkrankung (MFC-MRD) kristallisiert
sich immer weiter als bedeutende Methode zur Erfassung des Therapieansprechens heraus.
Studien haben gezeigt, dass der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion
unabhingige prognostische Aussagekraft hat (74-76). Uber die Bedeutung der MFC-MRD zu
einem fritheren Zeitpunkt ist sehr wenig bekannt. Dabei konnte eine moglichst frithe und
genaue Risikostratifizierung der Patienten fiir das Therapiemanagement der AML wichtig

sein (84).

Zentrales Ziel dieser Arbeit ist es zu evaluieren, ob die Messung der MFC-MRD zum
Zeitpunkt der Aplasie die Risikostratifizierung der AML-Patienten verbessert. Hierzu wird
zundchst untersucht, ob die prognostischen Faktoren bei Erstdiagnose und Parameter zur
Erfassung des Therapieansprechens — unter anderem die MFC-MRD zum Zeitpunkt der
Aplasie — mit dem Uberleben korrelieren. Dann wird evaluiert, ob die MFC-MRD zum
Zeitpunkt der Aplasie im Kontext dieser bereits existierenden prognostischen Faktoren

zusitzliche prognostische Information beinhaltet.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Patienten

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten bei Erfiillung folgender Kriterien:

* am Labor fiir Leukdmiediagnostik der Medizinischen Klinik und Poliklinik IIT des
Klinikums der Universitdt Miinchen zwischen den Jahren 2012 und 2016 neu
diagnostizierte AML (ausgenommen Promyelozytenleukdmie),

* mittels multiparametrischer Durchflusszytometrie analysierte KM-Probe bei
Erstdiagnose und mindestens einer weiteren im Verlauf,

* Erhalt einer intensiven Induktionstherapie,

¢ Patientenalter bei Erstdiagnose iiber 18 Jahre,

* Vorliegende schriftliche Einwilligung der Patienten zur wissenschaftlichen

Verwendung Threr Daten.

Patienten mit Promyelozytenleukdmie wurden aufgrund der Einzigartigkeit der Therapie und

der guten Prognose ihrer Erkrankung nicht mit in die Studie aufgenommen.

3.2 Diagnostik

Die routinemifBig durchgefiihrte Diagnostik bei Erstdiagnose umfasste die Zytomorphologie,
Zytogenetik, Mutationsanalyse und die durchflusszytometrische Immunphénotypisierung wie
in vorherigen Studien beschrieben (14, 21, 85, 86). Die Risikostratifizierung der Patienten
nach Genetik erfolgte entsprechend den Empfehlungen des European LeukemiaNet 2017 (4).

3.3 Therapieprotokolle

Intensive Induktionstherapie

Die intensive Induktionstherapie der Patienten erfolgte nach dem S-HAM- oder nach dem
7+3-Protokoll.

Das S-HAM-Protokoll wurde nach den Empfehlungen der AMLCG Studie 2008 durchgefiihrt
(87). Die Patienten <60 Jahre erhielten 3g Cytosinarabinosid (AraC), die Patienten >60 Jahre
1g AraC zwei Mal téglich als kontinuierliche Infusion iiber 3 Stunden an den Tagen 1 — 2 und
8 — 9. Zusitzlich erhielten die Patienten Mitoxantron in einer Dosierung von 10 mg/m? als

kontinuierliche Infusion {iber 30 Minuten an den Tagen 3 —4 und 10 — 11 (Tabelle 3.1).
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Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag

AraC

[ ] | [ ] | [ ] | [ ] |
3g (oder 1g) i.v.

Mitoxantron
10mg/m? i.v.

Tabelle 3.1: Das S-HAM-Protokoll im Uberblick

Die nach dem 7+3-Protokoll behandelten Patienten erhielten 100 mg/m? pro Tag AraC als
kontinuierliche Infusion iiber 7 Tage und Daunorubicin an den Tagen 1 — 3 (Tabelle 3.2) (19,

88).

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
AraC
100 mg/m? i.v. " " " " " " "
Daunorubicin
45 mg/m? i.v. ‘ ‘ ’

Tabelle 3.2: Das 7+3-Schema im Uberblick

Konsolidierung und Erhaltungstherapie

Die Konsolidierungstherapie und die Erhaltungstherapie erfolgte nach AMLCG Standard
(44). Zwei bis vier Wochen nach dem Erreichen der CR wurden die Patienten nach dem TAD
Schema behandelt. An den Tagen 1 und 2 erhielten die Patienten 100mg/m? AraC als
kontinuierliche Infusion. An den Tagen 3 — 8 erhielten sie 100mg/m? AraC zwei Mal pro Tag
als Infusion tiber eine Stunde. Zusétzlich erhielten sie an den Tagen 3 — 5 Daunorubicin
60mg/m? als Infusion iiber eine Stunde und an den Tagen 3 — 9 Thioguanin 100mg/m? zwei

Mal pro Tag per os (Tabelle 3.3).

Tag1l | Tag2 | Tag3 | Tag4 | Tag5 | Tag6 | Tag7 | Tag8 | Tag9
AraC m m EE | EN | BN | BN | EE | EE
100mg/m? i.v.
Daunorubicin
60mg/m? i.v. ’ ’ ’
Thioguanin AA | AA | AA | AA | AA | AA | Aa
100mg/m? p.o.

Tabelle 3.3: Die chemotherapeutische Konsolidierungstherapie nach AMLCG-Standard im
Uberblick

Bei Patienten bei geeignetem Risikoprofil mit mittlerem oder hohem Rezidivrisiko wurde die
Moglichkeit der allogenen Stammezelltransplantation als alternative Konsolidierungstherapie

evaluiert und gegebenenfalls durchgefiihrt.
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3.4 Durchflusszytometrische Analyse

3.4.1 Probengewinnung

Das Knochenmarkblut wurde durch Punktion des Beckenkammes gewonnen. Die Proben
wurden von der Medizinischen Klinik und Poliklinik III des Klinikum GroBhadern und
deutschlandweit von Kliniken und niedergelassenen Arzten an das Labor fiir
Leukémiediagnostik des Klinikums GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitit zur

Autbereitung und Analysierung iibersandt.

3.4.2 Probenaufbereitung

Die Isolierung der mononukledren Zellen des restlichen Knochenmarkblutes erfolgte durch
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und  Erythrozytolyse. ~Die  Markierung von
Oberflichenantigenen erfolgte mittels fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper. In
dieser Arbeit wurden die Fluorochromen FITC-, PE-, ECD-, PC7-, APC, APCA750-,
PacBlue- und KrOrange-konjugierte Antikorper verwendet. Es wurden 8 Panel mit jeweils
Kombinationen von 6 — 8 verschiedenen monoklonalen Antikdrpern zur Analyse des
Knochenmarkblutes erstellt (Tabelle 3.4). Diese Kombination der verschiedenen

monoklonalen Antikorper ermdglicht die Analyse der Expressionsmuster der Zellen und die

Bestimmung der LAIPs.
FITC PE ECD PC7 APC A;) 5((:)A PacBlue Oll‘ill'l_ge

Al IgGl1 IgGl1 IgGl1 IgGl1 IgG1 IgGl1 IgGl1 CD45
A2 CD34 CD64 CD14 CD33 CD2 CD65 CD45
A3 CD15 HVEM CD34 CD33 CD117 CDl11b CD45
A4 CD33 CD34 CD13 CDs56 HLA-DR CD45
AS CD34 7.1 CD3 CD33 CD7 CDI19 CD45
A6 CD38 CD135 CD34 CD33 CD123 CD45
A7 CD38 CD44 CD34 CD33 CD47 CD45
A8 CD38 CD99 CD34 CD33 CLL-1 CD45

Tabelle 3.4: Ubersicht iiber die in der Studie verwendeten Antikdrperpanel
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3.4.3 Durchflusszytometrische Messung

Die durchflusszytometrische Erfassung des Therapieansprechens wurde zum Zeitpunkt der
Aplasie (Tag 15-18 nach Beginn der Induktionstherapie) und nach Induktion (25-129 Tage
nach  Erstdiagnose) gemessen. Die KM-Proben wurden mittels 10-Farben-
Durchflusszytometer (NAVIOS 10/3 Beckman Coulter, Brea, CA, USA) analysiert. Die
durchflusszytometrisch erhobenen Daten wurden mit Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA,

USA) analysiert.

27



3.5 Gatingstrategie zur Bestimmung der MRD

Zur Bestimmung der MRD wurde die in vorherigen Studien bereits beschriebene LAIP-
gesteuerte Gatingstrategie angewendet (70, 80). Die Bestimmung der LAIPs erfolgte an der
Knochenmarksprobe bei Erstdiagnose der AML durch manuelle Inspektion. Es wurde nach
Populationen mit aberranter Expression von Oberflichenproteinen gesucht. Diese wurden
durch das manuelle Setzen von Gates und deren Kombination definiert. Als aberrant wurden
Populationen angenommen, die in KM-Proben 5 verschiedener gesunder Spender auf <0,1%
der Zellen exprimiert wurden. Um dies zu bestimmen, wurden die bei Erstdiagnose auf der
AML-KM-Probe gesetzten und kombinierten Gates auf 5 KM-Proben gesunder Spender
iibertragen. Zur Messung der MRD wurden die bei ED gesetzten LAIP-definierenden Gates
auf die Verlaufsproben angewendet. Ein LAIP-Wert von >0,1% wurde als MRD positiv
gewertet, ein LAIP-Wert <0,1% dementsprechend als MRD negativ. Pro Patient wurde
mindestens ein LAIP bestimmt. Im Falle mehrerer LAIPs wurde zu den jeweiligen
Messpunkten jeweils der LAIP zur MRD-Status-Bestimmung gewertet, der am hdchsten
exprimiert wurde. Die Gatingstrategie wurde beispielhaft in der Abbildung 3.1 dargestellt.
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3.6 Diein der Studie erhobenen Parameter

Erfassung des Therapieansprechens

Das Therapieansprechen wurde anhand verschiedener Parameter nach international

anerkannten Empfehlungen erfasst (Tabelle 3.5) (37, 44, 89).

Parameter Zu erfiillende Kriterien
. Knochenmark: <5% Blasten, normale Hdmatopoese aller
morphologische .
Komplette Remission Zel}lnlen .
(CR) peripheres Blut: Neutrophile >1.500/pul, Thrombozyten
>100.000/ul
extramedulldr: keine nachweisbaren Herde
morphologische CR mit Erreichen der Kriterien fiir die CR mit Ausnahme der
inkompletter Erholung Erholung der Neutrophilen- und Thrombozytenzahlen im
der Blutwerte (CR1i) peripheren Blut
»early Blast Clearence* Knochenmark: <10% Blasten am Tag 16 nach Beginn der
(eBC) Induktion

Tabelle 3.5: Definition der Parameter zur Beurteilung des Therapieansprechens

Endpunkte
Die Definitionen der erhobenen Endpunkte sind in der Tabelle 3.6 dargestellt.

Endpunkt Definition

*  Wiederauftreten leukdmischer Blasten im
Knochenmark > 5% nach zuvor erreichter CR oder der
Rezidiv CRi.
* Gesicherte Infiltration extramedulldren Gewebes durch
leukdmische Blasten, unabhingig von der Anzahl
leukdmischer Blasten im KM

* persistierende Leukédmie
* Tod innerhalb von 7 Tagen nach Ende des ersten
Therapieversagen Zyklus der Induktionstherapie (frither Tod)
* Tod wihrend der Therapie-induzierten Hypoplasie
(hypoplasitischer Tod)

* Versterben des Patienten zu einem Zeitpunkt, der nicht

Tod unter die Definition des Therapieversagens fillt.

Tabelle 3.6: Definitionen der in der Studie erhobenen Endpunkte

30




Uberlebenszeiten

Die Uberlebenszeiten wurden wie zuvor in anderen Studien beschrieben berechnet (Tabelle

3.7) (4).

Uberlebenszeit Definition
(C({)e;;lmtuberleben Zeitraum vom Datum der Erstdiagnose bis zum Todesdatum

Ereignisfreies Uberleben Zeitraum vom Datum der Erstdiagnose bis zum Tod, Rezidiv

oder Therapieversagen, je nachdem welches Ereignis als erstes
(EFS) .

auftritt
Rezidivfreies Uberleben Zeitraum zwischen dem Datum der erreichten kompletten
(RFS) Remission bis zum Rezidiv oder Tod

Tabelle 3.7: Definitionen der in der Studie berechneten Uberlebenszeiten.
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3.7 Statistische Auswertung

Sadmtliche Erhebungsmerkmale wurden anhand skalenadéquater Maf3zahlen beschrieben. Eine
univariate Betrachtung der Effekte der einzelnen Variablen auf das Gesamtiiberleben,
Ereignisfreie Uberleben und Rezidivfreie Uberleben erfolgte anhand des Kaplan-Meier-
Schitzers und dem zugehorigen Log-Rank-Test. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. Eine multivariate Betrachtung erfolgte anhand von Cox-Regressions-
Modellen. Die statistische Analyse wurde mit dem Computerprogramm ,,IBM SPSS Satistics
Version 22° durchgefiihrt.

Da eine SZT mit einer therapieassoziierten Mortalitét einhergehen kann, wurden statistische
Analysen durchgefiihrt, bei denen die Uberlebensdaten der Patienten zum Zeitpunkt der SZT
zensiert worden sind, mit dem Ziel, einen eventuellen krankheitsunabhingigen Einfluss der

SZT auf das Uberleben auszuschlieBen.
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4 Ergebnisse

4.1 Das Patientenkollektiv

Von September 2012 bis Januar 2016 wurden 105 Patienten in die Studie aufgenommen und
deren Knochenmarksproben im Labor fiir Leukdmiediagnostik der Medizinischen Klinik und
Poliklinik IIT des Klinikums der Universitit Miinchen durchflusszytometrisch analysiert. Die
MRD konnte bei vorhandener Knochenmarksprobe, die mittels passendem Antikorperpanel
durchflusszytometrisch analysiert wurde, zum Zeitpunkt der Aplasie in 87 Féllen gemessen
werden. Von der MRD-Analyse zum Zeitpunkt nach Induktion wurden die zur
Induktionstherapie refraktiren Patienten ausgeschlossen. Nur Patienten, die eine CR oder eine
CRi erreicht haben wurden in die Analyse eingeschlossen, sodass in 72 Fillen die MRD zum
Zeitpunkt nach Induktion analysiert werden konnte. 59 Patienten hatten zu beiden

Zeitpunkten verfligbare MRD-Analysen (Abbildung 4.1).

Ein hohes Alter bei Erstdiagnose (=60 Jahre) zeigte eine Assoziation mit MRD-Positivitit
zum Zeitpunkt der Aplasie (63,8% vs. 37,5% fiir MRD-Positivitit vs. MRD-Negativitit,
Tabelle 4.1). Von den 105 Patienten konnte nach der intensiven Induktionstherapie bei 60
(57,1%) eine komplette Remission verzeichnet werden. 20 Patienten (19,0%) erreichten eine
inkomplette Remission und 25 Patienten (23,8%) waren refraktir. Eine MRD-Positivitit zum
Zeitpunkt der Aplasie zeigte eine Assoziation mit der Refraktéritit (36,2% vs. 10,0% fiir
MRD-Positivitit vs. MRD-Negativitit, Tabelle 4.1). Eine MRD-Positivitdit zum Zeitpunkt
nach Induktion war mit eine im Vergleich zu MRD-negativen Patienten mit einer niedrigeren
Rate an CR und dafiir einer hoheren Rate an CRi assoziiert (64,1% vs. 87,9% und 35,9% vs.
12,1). 45 Patienten (42,9%) erhielten eine SZT (Tabelle 4.1).

Der Vorgang der Patientenselektion wurde in der Abbildung 4.1 und die

Patientencharakteristika wurden in der Tabelle 4.1 wiedergegeben.
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AML Patienten (ausgenommen M3) mit erhaltener
intensiven Induktionstherapie und verfligbarer
durchflusszytometrischer Messung
(n=105)

| Kein LAIP

> verfugbar
l (n=3; 3%)

Kohorte zur MRD-Analyse (n=102)

MRD zum refraktar
Zeitpunkt der : (n=11)
Aplasie verfiigbar
(n=87)
\ 4
MRD zum
refraktar Zeitpunkt- nach
(n=21) P Indu__kt|on
verfiligbar
(n=72)

v Y

MRD zu beiden Zeitpunkten verfiigbar (n=59)

Abbildung 4.1: Vorgang der Patientenselektion im Uberblick
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Kohorte zur  MFC-MRD zum Zeitpunkt der MFC-MRD zum Zeitpunkt nach

MFC-MRD- Aplasie (n=87) Induktion (n=72)
Analyse
(n=105) MRD pos. MRD neg. MRD pos. MRD neg.
Geschlecht
Weiblich 51 (48,6%) 20 (42,6%) 22 (55,0%) 19 (48,7%) 20 (60,6%)
Mannlich 54 (51,4%) 27 (57,4%) 18 (45,0%) 20 (51,3%) 13 (39,4%)
Alter bei Erstdiagnose
<60 Jahre 51 (48,6%) 17 (36,2%) 25 (62,5%) 19 (48,7%) 22 (66,7%)
=60 Jahre 54 (51,4%) 30 (63,8%) 15 (37,5%) 20 (51,3%) 11 (33,3%)
AML Typ
de novo 82 (78,1%) 36 (76,6%) 33 (82,5%) 32 (82,1%) 28 (84,8%)
sAML 15 (14,3%) 8 (17,0%) 5(12,5%) 6 (15,4%) 3(9,1%)
tAML 8 (7,6%) 3 (6,4%) 2 (5,0 %) 1(2,6%) 2 (6,1%)
Zytogenetische Gruppe nach MRC Kriterien
Gunstig 10 (9,5%) 3 (6,4%) 7 (17,5%) 3(7,7%) 7 (21,2%)
Intermediar 75 (71,4%) 33 (70,2%) 30 (75,0%) 31 (79,5%) 22 (66,7%)
Unguinstig 20 (19,0%) 11 (23,4%) 3(7,5%) 5(12,8%) 4 (12,1%)
Prognostische Gruppe nach ELN-Klassifikation 2017
Gunstig 34 (32,4%) 10 (21,3%) 18 (45,0%) 12 (30,8%) 16 (48,5%)
Intermediar 33 (31,4%) 18 (38,3%) 11 (27,5%) 18 (46,2%) 9 (27,3%)
Unguinstig 38 (36,2%) 19 (40,4%) 11 (27,5%) 9 (23,1%) 8 (24,2%)
Induktionstherapie
sHAM 80 (76,2%) 32 (68,1%) 34 (85,0%) 32 (82,1%) 28 (84,8%)
7+3 23 (21,9%) 15 (31,9%) 6 (15,0%) 7 (17,9%) 5(15,2%)
Ergebnis der Induktionstherapie
CR 60 (57,1%) 22 (46,8%) 26 (65,0%) 25 (64,1%) 29 (87,9%)
CRi 20 (19,0%) 8 (17,0%) 10 (25,0%) 14 (35,9%) 4 (12,1%)
Refraktar 25 (23,8%) 17 (36,2%) 4 (10,0%) N/A N/A
Allogene SZT
45 (42,9%) 23 (48,9%) 17 (42,5%) 20 (51,3%) 14 (42,4%)
Follow-up (Monate)
Median 9,8 9,0 11,0

Tabelle 4.1: Patientencharakteristika gruppiert nach Verfligbarkeit der durchflusszytometrisch
erhobenen MRD zum Zeitpunkt der Aplasie und post-Induktion
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4.2 Die prognostischen Faktoren in der univariaten Analyse

4.2.1 Stratifizierung der Patienten nach den prognostischen Faktoren bei Erstdiagnose

Es wurden univariate Analysen fiir die etablierten prognostischen Faktoren bei Erstdiagnose

durchgefiihrt.

4.2.1.1 Alter

Die Patienten wurden nach Alter < und >60 Jahre stratifiziert.

Die Stratifizierung der Patienten nach Alter < und >60 Jahre zeigte eine statistisch
signifikante Korrelation mit dem OS, EFS und RFS (Log-Rank-Test p=0,001, p<0,001,
p=0,003, Abbildung 4.2). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 89% fiir Patienten <60
Jahre und 41% fiir Patienten >60 Jahre. Das mediane Gesamtiiberleben wurde fiir Patienten
<60 Jahre nicht erreicht und betrug 18,1 Monate fiir Patienten >60 Jahre (Abbildung 4.2, 1 a).
2-Jahres-EFS-Raten betrugen 43% fiir Patienten <60 Jahre vs. 14% fiir Patienten >60 Jahre.
Das mediane EFS betrug 20,6 Monate fiir Patienten <60 Jahre vs. 5,6 Monate fiir Patienten
>60 Jahre (Abbildung 4.2, II a). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 44,1% fiir Patienten <60 Jahre
vs. 20,4% fiir Patienten >60 Jahre. Das mediane RFS betrug 21,1 Monate fiir Patienten <60
Jahre und 7,8 Monate fiir Patienten >60 Jahre (Abbildung 4.2, I1I a).

Auch bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte die Stratifizierung
nach Alter < und >60 Jahre eine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS, EFS und
RFS (Log-Rank-Test p=0,007, p<0,001, p=0,011, Abbildung 4.2). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten betrugen 94% fiir Patienten <60 Jahre vs. 46% fiir Patienten >60
Jahre. Das mediane Uberleben wurde fiir Patienten <60 Jahre nicht erreicht und betrug fiir
Patienten >60 Jahre 18,1 Monate (Abbildung 4.2, I b). 2-Jahres-EFS-Raten betrugen 47% fiir
Patienten <60 Jahre und 5% fiir Patienten >60 Jahre. Das mediane EFS betrug 12,0 Monate
fiir Patienten <60 Jahre vs. 5,0 Monate fiir Patienten >60 Jahre (Abbildung 4.2, II b). 2-
Jahres-RFS-Raten betrugen 41% fiir Patienten <60 Jahre und wurden fiir Patienten >60 Jahre
nicht erfasst. Das mediane RFS betrug 20,5 Monate fiir Patienten <60 Jahre und 7,1 Monate
fiir Patienten >60 Jahre(Abbildung 4.2, I1I b).
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Abbildung 4.2: OS, EFS und RFS stratifiziert nach Alter <und >60 Jahre. (I b, IT b, III b)
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS stratifiziert nach Alter < und >60
Jahre (Log-Rank-Test p=0,001). (I b) OS stratifiziert nach Alter <und >60 Jahre.
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,007). (II a) EFS
stratifiziert nach Alter <und >60 Jahre (Log-Rank-Test p<0,001). (Il b) EFS stratifiziert nach
Alter < und >60 Jahre. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test
p<0,001). (IIT a) RFS stratifiziert nach Alter <und >60 Jahre (Log-Rank-Test p=0,008). (I1I
b) RFS stratifiziert nach Alter < und >60 Jahre. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT

zensiert (Log-Rank-Test p=0,011).
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4.2.1.2 ELN-Klassifikation 2017

Die Patienten wurden nach ELN-Klassifikation 2017 stratifiziert.

Die Stratifizierung der Patienten nach ELN-Klassifikation 2017 zeigte bei einem p-Wert <0,2
einen Trend zur Korrelation mit dem OS und EFS (Log-Rank-Test p=0,067, p=0,140,
Abbildung 4.3). Die Stratifizierung der Patienten nach ELN-Klassifikation 2017 zeigte keine
statistisch signifikante Korrelation mit dem RFS (Log-Rank-Test p=0,984, Abbildung 4.3).
2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 65%, 75% und 54% fiir die als giinstig, intermediér
und ungiinstig klassifizierten Patienten. Das mediane Gesamtiiberleben betrug 31,8 Monate
fiir die gilinstige Risikogruppe, wurde fiir die intermedidre Risikogruppe nicht erreicht und
betrug 26,8 Monate fiir die ungiinstige Risikogruppe (Abbildung 4.3, I a). 2-Jahres-EFS-
Raten betrugen 26%, 38% und 22% fiir die als giinstig, intermedidr und ungiinstig
klassifizierten Patienten. Das mediane EFS betrug 9,9 Monate fiir die giinstige, 16,7 Monate
fiir die intermedidre und 4,2 Monate fiir die ungiinstige Risikogruppe (Abbildung 4.3, 1T a). 2-
Jahres-RFS-Raten betrugen 33%, 42% und 28% fiir die als glinstig, intermedidr und ungiinstig
klassifizierten Patienten. Das mediane RFS betrug 10,3 Monate fiir die giinstige, 15,5 Monate

fiir die intermediére und 20,5 Monate fiir die ungiinstige Risikogruppe (Abbildung 4.3, III a).

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte die Stratifizierung nach
ELN-Klassifikation 2017 eine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS und dem EFS
(Log-Rank-Test p=0,018, p=0,046). Es konnte ein Trend zur Korrelation mit dem RFS
beobachtet werden (Log-Rank-Test p=0,089). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 75%,
94% und 51% fiir die als giinstig, intermedidr und ungiinstig klassifizierten Patienten. Das
mediane Gesamtiiberleben betrug 31,8 Monate fiir die giinstige Risikogruppe, wurde fiir die
intermedidre Risikogruppe nicht erreicht und betrug 27,5 Monate fiir die ungiinstige
Risikogruppe (Abbildung 4.3, I b). 2-Jahres-EFS-Raten betrugen 26%, 20% und 20% fiir die
als giinstig, intermediér und ungiinstig klassifizierten Patienten. Das mediane EFS betrug 9,9
Monate fiir die giinstige, 6,7 Monate fiir die intermedidre und 4,2 fiir die ungiinstige
Risikogruppe (Abbildung 4.3, II b). Die 2-Jahres-RFS-Rate betrug 36% fiir die als giinstig
klassifizierten Patienten und wurde fiir die als intermedidr und ungiinstig klassifizierten
Patienten nicht erreicht. Das mediane RFS betrug 10,3 Monate fiir Patienten der giinstigen
Risikogruppe vs. 4,4 Monate flir Patienten der intermedidren Risikogruppe und 11,5 Monate

fiir Patienten der ungiinstigen Risikogruppe (Abbildung 4.3, I11 b)
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Abbildung 4.3: OS, EFS und RFS stratifiziert nach ELN-Klassifikation 2017. (I b, IT b, III b)
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS stratifiziert nach ELN-
Klassifikation 2017. (Log-Rank-Test p=0,067). (I b) OS stratifiziert nach ELN-Klassifikation
2017. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,018). (II a) EFS
stratifiziert nach ELN-Klassifikation 2017 (Log-Rank-Test p=0,140). (Il b) EFS stratifiziert
nach ELN-Klassifikation 2017. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-
Test p=0,046). (IIl a) RFS stratifiziert nach ELN-Klassifikation 2017 (Log-Rank-Test
p=0,958). (III b) RFS stratifiziert nach ELN-Klassifikation 2017. Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,089).
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4.2.2 Stratifizierung der Patienten nach Erfassung des Therapieansprechens

Es wurden univariate Analysen fiir die Parameter zur Erfassung des Therapieansprechens

durchgefiihrt.

4.2.2.1 CR-Status

Die Patienten wurden nach CR-Status stratifiziert.

Die Stratifizierung der Patienten nach CR-Status zeigte eine statistisch signifikante
Korrelation mit dem OS und EFS (Log-Rank-Test p<0,001, p<0,001). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten betrugen 73% und 36% fiir Patienten mit erreichter und nicht
erreichter CR. Das mediane Gesamtiiberleben betrug 30,6 Monate fiir Patienten mit erreichter
CR vs. 5,6 Monate fiir Patienten mit nicht erreichter CR (Abbildung 4.4, I a). 2-Jahres EFS-
Raten betrugen 36% und 0% fiir Patienten mit erreichter und nicht erreichter CR. Das
mediane EFS betrug 15,7 Monate fiir Patienten mit erreichter CR vs. 1,5 Monate fiir Patienten

mit nicht erreichter CR (Abbildung 4.4, II a).

Auch bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte die Stratifizierung
nach CR-Status eine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS und dem EFS (Log-
Rank-Test p<0,001, p<0,001). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 75% und 35% fiir
Patienten mit erreichter und nicht erreichter CR. Das mediane Gesamtiiberleben betrug 27,5
Monate fiir Patienten, die eine CR erreicht haben vs. 4,4 Monate fiir Patienten, die eine CR
nicht erreicht haben (Abbildung 4.4, I b). 2-Jahres-EFS-Raten betrugen 29% und 0% fiir
Patienten mit erreichter und nicht erreichter CR. Das mediane EFS betrug 9,9 Monate fiir
Patienten, die eine CR erreicht haben und 1,5 Monate fiir Patienten, die eine CR nicht erreicht

haben (Abbildung 4.4, IIb).
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Abbildung 4.4: OS und EFS stratifiziert nach CR-Status. (I b, II b) Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS stratifiziert nach CR-Status (Log-Rank-Test p<0,001). (I
b) OS stratifiziert nach CR-Status. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-
Rank-Test p<0,001). (IT a) EFS stratifiziert nach CR-Status (Log-Rank-Test p<0,001). (II b)
EFS stratifiziert nach CR-Status. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-
Rank-Test p<0,001).
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4.2.2.2 eBC-Status

Die Patienten wurden nach eBC-Status < und >10% stratifiziert.

Die Stratifizierung der Patienten nach eBC-Status < und >10% zeigte eine statistisch
signifikante Korrelation mit dem EFS (Log-Rank-Test p=0,011) aber keine statistisch
signifikante Korrelation mit dem OS oder RFS (Log-Rank-Test p=0,667, p=0,551). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten betrugen 61% und 78% fiir addquate und inaddquate eBC. Das
mediane Gesamtiiberleben betrug 27,5 Monate flir Patienten mit addquater eBC und wurde
fiir Patienten mit inaddquater eBC nicht erreicht (Abbildung 4.5, T a). 2-Jahres-EFS-Raten
betrugen 29% und 19% fiir addquate und inaddquate eBC. Das mediane EFS betrug 11,8
Monate fiir Patienten mit addquater eBC und 3,1 Monate fiir Patienten mit inaddquater eBC
(Abbildung 4.5, II a). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 31% und 44% fiir addquate und
inaddquate eBC. Das mediane RFS betrug 14,3 Monate fiir Patienten mit addquater eBC vs.
5,5 Monate fiir Patienten mit inaddquater eBC (Abbildung 4.5 III a).

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte die Stratifizierung der
Patienten nach eBC-Status < und >10% eine stirker ausgeprégte statistisch signifikante
Korrelation mit dem EFS (Log-Rank-Test p=0,005) aber keine statistisch signifikante
Korrelation mit dem OS oder RFS (Log-Rank-Test p=0,292, p=0,365). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten betrugen 66% und 74% fiir addquate und inaddquate eBC. Das
mediane Gesamtiiberleben betrug 27,5 Monate fiir Patienten mit addquater eBC und wurde
fiir Patienten mit inadidquater eBC nicht erreicht (Abbildung 4.5, 1 b). 2-Jahres-EFS-Raten
betrugen 24% und 18% fiir addquate und inaddquate eBC. Das mediane EFS betrug 9,1
Monate fiir Patienten mit adéquater eBC vs. 3,1 Monate flir Patienten mit inaddquater eBC
(Abbildung 4.5, 11 b). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 22% fiir Patienten mit addquater eBC und
wurde fiir Patienten mit inadéiquater eBC nicht erfasst. Das mediane Uberleben betrug 10,0
Monate fiir Patienten mit adéquater eBC vs. 3,2 Monate flir Patienten mit inaddquater eBC

(Abbildung 4.5, 111 b).
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Abbildung 4.5: OS, EFS und RFS stratifiziert nach eBC-Status. (I b, II b, III b)
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS stratifiziert nach eBC-Status (Log-
Rank-Test p=0,667). (I b) OS stratifiziert nach eBC-Status. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt
der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,292). (Il a) EFS stratifiziert nach eBC-Status (Log-
Rank-Test p=0,011). (II b) EFS stratifiziert nach eBC-Status. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt
der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,005). (III a) RFS stratifiziert nach eBC-Status (Log-
Rank-Test p=0,630). (III b) RFS stratifiziert nach eBC-Status. Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,365).
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4.2.3 Stratifizierung der Patienten nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie

Es wurden univariate Analysen fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie
durchgefiihrt.

4.2.3.1 Stratifizierung aller Patienten nach MFC-MRD zum Zeitpunkt der Aplasie

Die Patienten wurden nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie stratifiziert.

Die Stratifizierung der Patienten nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie zeigte
eine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS und EFS (Log-Rank-Test p=0,036
p=0,011). Fiir das RFS zeigte sich ein Trend zur Korrelation (Log-Rank-Test p=0,135). 2-
Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 87% und 48% fiir MRD-negative und MRD-positive
Patienten. Das mediane Gesamtiiberleben wurde von MRD-negativen Patienten nicht erreicht
und betrug 22,4 Monate flir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.7, I a). 2-Jahres-EFS-
Raten betrugen 44% und 18% fiir MRD-negative und MRD-positive Patienten. Das Mediane
Uberleben betrug 15,7 Monate fiir MRD-negative Patienten vs. 5,8 Monate fiir MRD-positive
Patienten (Abbildung 4.7, II a). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 34% und 28% fiir MRD-
negative und MRD-positive Patienten. Das mediane Uberleben betrug 20,5 Monate fiir MRD-
negative Patienten vs. 10,3 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.7, III a).

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte sich eine stirker
ausgeprégte statistisch signifikante Korrelation mit dem OS und EFS (Log-Rank-Test
p=0,014, p=0,001) und sogar eine statistisch signifikante Korrelation mit dem RFS (Log-
Rank-Test p=0,047). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 92% und 51% fiir MRD-
negative und MRD-positive Patienten. Das mediane Gesamtiiberleben wurde weder von
MRD-positiven, noch von MRD-negativen Patienten erreicht (Abbildung 4.7, I b). 2-Jahres-
EFS-Raten betrugen 29% und 11% fiir MRD-negative und MRD-positive Patienten. Das
mediane EFS betrug 12,0 Monate fiir MRD-negative Patienten und 5,0 Monate fiir MRD-
positive Patienten (Abbildung 4.7, II b). 2-Jahres-RFS-Raten weder fiir MRD-negative, noch
fiir MRD-positive Patienten erfasst. Das mediane Uberleben betrug 14,3 Monate fiir MRD-
negative Patienten und 5,5 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.7, 111 b).
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Abbildung 4.6: OS, EFS und RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie. (I b, II b, III b) Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS
stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (Log-Rank-Test p=0,036). (I
b) OS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie. Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT zensiert. (Log-Rank-Test p=0,014). (Il a) EFS stratifiziert nach MFC-
MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (Log-Rank-Test p=0,011). (Il b) EFS stratifiziert
nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT
zensiert (Log-Rank-Test p=0,001). (II a) RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum
Zeitpunkt der Aplasie (Log-Rank-Test p=0,263). (II b) RFS stratifiziert nach MFC-MRD-
Status zum Zeitpunkt der Aplasie. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-

Rank-Test p=0,047).
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4.2.4 Stratifizierung der Patienten nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach
Induktion

Die Patienten wurden nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion stratifiziert.

Die Stratifizierung der Patienten nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion
zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation mit dem EFS und RFS (Log-Rank-Test
p=0,032, p=0,007), aber keine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS (Log-Rank-
Test p=0,759). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 77% und 70% fiir MRD-negative
und MRD-positive Patienten. Das mediane Gesamtiiberleben wurde fiir MRD-negative
Patienten nicht erreicht und betrug 30,6 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.6, I
a) 2-Jahres-EFS-Raten betrugen 49% und 18% fiir MRD-negative und MRD-positive
Patienten. Das mediane EFS betrug 15,7 Monate fiir MRD-negative Patienten vs. 10,8
Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.6, II a). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 50%
und 19% fiir MRD-negative und MRD-positive Patienten. Das mediane RFS wurde von
MRD-negativen Patienten nicht erreicht und betrug 7,7 Monate fiir MRD-positive Patienten
(Abbildung 4.6, 111 a).

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte sich eine stirker
ausgeprégte statistisch signifikante Korrelation mit dem EFS und RFS (Log-Rank-Test
p=0,002, p=0,001), aber keine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS (Log-Rank-
Test p=0,357). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 90% und 32% fiir MRD-negative
und MRD-positive Patienten. Das mediane Gesamtiiberleben betrug 27,5 Monate fiir MRD-
negative und 18,1 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.6, I b). 2-Jahres-EFS-
Raten betrugen 44% und 8% fiir MRD-negative und MRD-positive Patienten. Das mediane
EFS betrug 15,7 Monate fiir MRD-negative Patienten und 8,5 Monate fiir MRD-negative
Patienten (Abbildung 4.6, 11 b). 2-Jahres-RFS-Raten wurden fiir MRD-negative Patienten
nicht erfasst und betrugen 8% fiir MRD-positive Patienten. Das mediane RFS betrug 14,3
Monate fiir MRD-negative Patienten und 5,2 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung
4.6, 111 b).
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Abbildung 4.7: OS, EFS und RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach
Induktion. (I b, I1 b, 111 b) Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS
stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion (Log-Rank-Test p=0,759).
(I b) OS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion. Uberlebensdaten
zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,357). (II a) EFS stratifiziert nach MFC-
MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion (Log-Rank-Test p=0,032). (I b) EFS stratifiziert
nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der
SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,002). (III a) RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum
Zeitpunkt nach Induktion (Log-Rank-Test p=0,022). (III b) RFS stratifiziert nach MFC-
MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT
zensiert (Log-Rank-Test p=0,001).
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4.2.4.1 Stratifizierung der Subgruppe an Patienten, die eine eBC erreicht haben nach
MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie

Die Subgruppe an Patienten die eine eBC erreicht haben wurden nach MFC-MRD-Status zum

Zeitpunkt der Aplasie stratifiziert.

Die Stratifizierung der Subgruppe an Patienten die eine eBC erreicht haben nach MFC-MRD-
Status zum Zeitpunkt der Aplasie zeigte eine statistisch signifikante Korrelation mit dem EFS
(Log-Rank-Test p=0,040) und einen Trend zur Korrelation mit dem OS und RFS (Log-Rank-
Test p=0,057, p=0,125). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten betrugen 85% und 40% fiir MRD-
negative und MRD-positive Patienten. Das mediane Gesamtiiberleben wurde fiir MRD-
negative Patienten nicht erreicht und betrug 22,4 Monate fiir MRD-positive Patienten
(Abbildung 4.8, T a). 2-Jahres-EFS-Raten betrugen 44% und 15% fiir MRD-negative und
MRD-positive Patienten. Das mediane EFS betrug 15,7 Monate fiir MRD-negative vs. 8,6
Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.8, II a). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 33%
und 20% fiir MRD-negative und MRD-positive Patienten. Das mediane RFS betrug 14,3
Monate fiir MRD-negative und 10,3 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.8., III

a).

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte sich eine stirker
ausgeprégte statistisch signifikante Korrelation mit dem EFS und eine statistisch signifikante
Korrelation mit dem RFS (Log-Rank-Test p=0,002, p=0,020). Der Trend zur Korrelation mit
dem OS war stirker ausgeprigt (Log-Rank-Test p=0,055). 2-Jahres-Gesamtiiberlebensraten
betrugen 91% fiir MRD-negative Patienten und wurden fiir MRD-positive Patienten nicht
erfasst. Das mediane Gesamtiiberleben wurde von MRD-negativen Patienten nicht erreicht
und betrug 14,3 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.8, 1 b). 2-Jahres-EFS-
Raten betrugen 30% fiir MRD-negative Patienten und wurden fiir MRD-positive Patienten
nicht erfasst. Das mediane EFS betrug 12,0 Monate fiir MRD-negative Patienten vs. 5,8
Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.8, II b). 2-Jahres-RFS-Raten wurden weder
fiir MRD-positive, noch fiir MRD-negative Patienten erfasst. Das mediane Uberleben betrug
14,3 Monate fiir MRD-negative Patienten und 6,2 Monate fiir MRD-positive Patienten
(Abbildung 4.8, 111 b).
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Abbildung 4.8: OS, EFS und RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie fiir Patienten, die eine eBC erreicht haben. (I b, II b, III b) Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie (Log-Rank-Test p=0,057). (I b) OS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum
Zeitpunkt der Aplasie. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test
p=0,055). (Il a) EFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (Log-
Rank-Test p=0,040). (Il b) EFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,002). (III a)
RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (Log-Rank-Test
p=0,253). (III b) RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie.
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,020).
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4.2.4.2 Stratifizierung der Patienten, die eine eBC nicht erreicht haben nach MFC-
MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie

Die Subgruppe an Patienten, die eine eBC nicht erreicht haben, wurde nach MFC-MRD-

Status zum Zeitpunkt der Aplasie stratifiziert.

Die Stratifizierung der Subgruppe an Patienten die eine eBC nicht erreicht haben, zeigte bei
kleiner Fallzahl (n=17, 17, 8) keine statistisch signifikante Korrelation mit dem OS, EFS oder
RFS (Log-Rank-Test p=0,247, p=0,303, p=0,678). 2-Jahres-Gesamtberlebensraten wurden fiir
MRD-negative Patienten nicht erfasst und betrugen 68% fiir MRD-positive Patienten. Das
mediane Gesamtiiberleben konnte nicht ausgewertet werden (Abbildung 4.9, I a). 2-Jahres-
EFS-Raten wurden fiir MRD-negative Patienten nicht erfasst und betrugen 15% fiir MRD-
positive Patienten. Das mediane EFS betrug 3,1 Monate fiir MRD-negative vs. 2,6 Monate fiir
MRD-positive Patienten (Abbildung 4.8, II a). 2-Jahres-RFS-Raten wurden von MRD-
negativen Patienten nicht erreicht und betrugen 40% fiir MRD-positive Patienten. Das
mediane RFS wurde fiir MRD-negative Patienten nicht erreicht und betrug 5,5 Monate fiir

MRD-positive Patienten (Abbildung 4.8, I1I a).

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte sich ein Trend zur
Korrelation mit dem OS (Log-Rank-Test p=0,189) und keine statistisch signifikante
Korrelation mit dem EFS und RFS (Log-Rank-Test p=0,265, p=0,499). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten wurden fiir MRD-negative Patienten nicht erfasst und betrugen 58%
fiir MRD-positive Patienten. Das mediane Uberleben konnte nicht ausgewertet werden
(Abbildung 4.9, I b). 2-Jahres-EFS-Raten wurden fiir MRD-negative Patienten nicht erfasst
und betrugen fiir MRD-positive Patienten 12%. Das mediane EFS betrug 3,1 Monate fiir
MRD-negative Patienten vs. 2,6 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.9, II b). 2-
Jahres-RFS-Raten wurden weder von MRD-negativen, noch von MRD-positiven Patienten
erreicht. Das mediane RFS wurde von MRD-negativen Patienten nicht erreicht und betrug 2,1

Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.9, II1 b).
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Abbildung 4.9: OS, EFS und RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie fiir Patienten, die eine eBC nicht erreicht haben. (I b, II b, I1I b) Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT zensiert. (I a) OS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie (Log-Rank-Test p=0,247). (I b) OS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum
Zeitpunkt der Aplasie. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test
p=0,189). (Il a) EFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (Log-
Rank-Test p=0,303). (Il b) EFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,265). (III a)
RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (Log-Rank-Test
p=0,678). (IIl b) RFS stratifiziert nach MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie.
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p=0,499).
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4.2.5 Stratifizierung der Patienten nach kombinierten MFC-MRD-Status mit der
Prognose
Die Patienten wurden nach kombiniertem MFC-MRD-Status stratifiziert. Hierfiir wurden die
Patienten mit bestitigter MRD-Positivitdt (MRD-Positivitdt zum Zeitpunkt der Aplasie und
zum Zeitpunkt nach Induktion) allen anderen Patienten gegeniibergestellt (bestitigter oder
inkonstanter MRD-negativer Status).
Die Stratifizierung der Patienten nach kombinierten MFC-MRD-Status zeigte eine statistisch
signifikante Korrelation mit dem EFS und dem RFS (Log-Rank-Test p=0,003, p=0,002). Mit
dem OS zeigte sich ein Trend zur Korrelation (Log-Rank-Test p=0,081). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten betrugen 86% fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-
Status vs. 60% fir Patienten mit bestitigt positivem MRD-Status. Das mediane
Gesamtiiberleben wurde fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-Status nicht
erreicht und betrug 30,6 Monate flir Patienten mit bestitigtem positiven MRD-Status
(Abbildung 4.10, I a). 2-Jahres-EFS-Raten betrugen 47% fiir Patienten mit negativem oder
inkonstantem MRD-Status vs. 0% fiir Patienten mit bestétigtem positivem MRD-Status. Das
mediane EFS betrug 15,7 Monate fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-
Status vs. 6,7 Monate fiir Patienten mit bestédtigtem positiven MRD-Status (Abbildung 4.10, II
a). 2-Jahres-RFS-Raten betrugen 48% und 0% fiir Patienten mit bestétigt positivem MRD-
Status. Das mediane RFS betrug fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-Status
14,3 Monate und 4,4 Monate fiir Patienten mit bestdtigtem positiven MRD-Status (Abbildung
4.10, 111 a).
Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zeigte sich eine statistisch
signifikante Korrelation mit dem OS und eine stirker ausgeprigt statistisch signifikante
Korrelation mit dem EFS und RFS (Log-Rank-Test p=0,020, p<0,001, p<0,001). 2-Jahres-
Gesamtiiberlebensraten betrugen 100% fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-
Status und 0% fiir Patienten mit bestétigt positivem MRD-Status. Das mediane
Gesamtiiberleben konnte nicht ausgewertet werden (Abbildung 4.10, I b). 2-Jahres-EFS-Raten
betrugen 28% fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-Status vs. 0% fiir MRD-
negative und MRD-positive Patienten. Das mediane EFS betrug 12,0 Monate fiir MRD-
negative Patienten und 5,6 Monate fiir MRD-positive Patienten (Abbildung 4.10, II b). 2-
Jahres-RFS-Raten wurden fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-Status nicht
erfasst und betrugen fiir Patienten mit bestétigt positivem MRD-Status 0%. Das mediane RFS
betrug 10,0 Monate fiir Patienten mit negativem oder inkonstantem MRD-Status vs. 3,2

Monate fiir Patienten mit bestéitigtem positiven MRD-Status (Abbildung 4.10, III b).
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Abbildung 4.10: OS, EFS und RFS stratifiziert nach kombinierten MFC-MRD-Status. (I b, II
b, III b) Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert. I a) OS stratifiziert nach
kombinierten MFC-MRD-Status (Log-Rank-Test p=0,081). (I b) OS stratifiziert nach
kombinierten MFC-MRD-Status. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-
Rank-Test p=0,020). (I a) EFS stratifiziert nach kombiniertem MFC-MRD-Status (Log-
Rank-Test p=0,003). (I b) EFS stratifiziert nach kombiniertem MFC-MRD-Status.
Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-Rank-Test p<0,001). (III a) RFS
stratifiziert nach MFC-MRD-Status (Log-Rank-Test p=0,005). (III b) RFS stratifiziert nach
kombiniertem MFC-MRD-Status. Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT zensiert (Log-
Rank-Test p<0,001).
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4.3 Die prognostischen Faktoren im multivariaten Modell

Es wurden multivariate Analysen fliir den MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie und zum

Zeitpunkt nach Induktion und die prognostischen Faktoren durchgefiihrt.

4.3.1 Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion im multivariaten Modell

Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion, der eBC-Status, das Alter und die
Risikogruppen nach ELN-Klassifikation 2017 wurden als kategoriale Variablen in die Cox-
Regressionsanalyse aufgenommen. In diesem Modell bewies sich der MFC-MRD-Status zum
Zeitpunkt nach Induktion als von den anderen Variablen unabhéngiger prognostischer Faktor
fiir das EFS (Hazard Ratio 2,359, 95% Konfidenzintervall 1,087 — 5,115, p=0,030) und das
RFS (Hazard Ratio 3,168, 95% Konfidenzintervall 1,360 — 7,383, p=0,008). Das Alter bewies
zum Zeitpunkt nach Induktion den hochsten Einfluss auf das OS (Hazard Ratio 5,212, Hazard
Ratio 1,504 — 18,061), EFS (Hazard Ratio 2,667, 95% Konfidenzintervall 1,087 — 5,115,
p=0,006) und das RFS (Hazard Ratio 3,146, 95% Konfidenzintervall 1,501 — 6,595, p=0,002).
Der eBC-Status und die Risikogruppen nach ELN-Klassifikation stellen in diesem
multivariaten Modell keine unabhédngigen prognostischen Faktor fiir das OS, EFS und RFS
dar (p=0,403, p=0,963, p=0,784, p=0,883). Die Ergebnisse wurden in der Tabelle 4.2

zusammengefasst.

Hazard Ratio (95% CI)

0s EFS RFS
(n=64) (n=71) (n=72)
;"eﬁgl':"ni?;it:;“s 2Um | 4367 (0,403 —4,644) 2,359 (1,087 —5115) 2,496 (1,151 — 5.413)
i ktion p=0,616 p=0,030 p=0,021
N/A 1,547 (0,556 — 4,300) 1,599 (0,579 — 4,418)
0, 0,
eBC (<10% vs. 210%) 0=0,083 p=0.403 p=0,365
5212 (1,504 — 18,061) 2,667 (1,32 5,385) 2,659 (1,313 — 5,382)
Alter (<60 vs. 260) 0=0,009 p=0,006 0=0,007
ELN-Klassifikation
2017
. giinstig* p=0,394 p=0,963 p=0,945
. intermedis 0,341 (0,071 -1,624) 0,892 (0,395 —2,016) 0,901 (0,399 — 2,034)
intermeaiar p=0,176 p=0,784 p=0,801
. ungiinst 0,636 (0,172 —2,352) 0,935 (0,382 —2,289) 1,046 (0,429 — 2,549)
ungunstig p=0,498 p=0,883 p=0,922

*Referenz Kategorie

Tabelle 4.2: Multivariate Analyse fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion
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Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT ist die unabhingige
prognostische Aussagekraft des MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion fiir das EFS
starker ausgepriagt (Hazard Ratio 4,232, 95% Konfidenzintervall 1,602 — 11,183, p=0,004)
und stellt sogar den einzigen unabhidngigen prognostischen Faktor dar (Tabelle 4.3).
Aufgrund des hohen Anteils zensierter Fille ist die Berechnung einer COX-Regression fiir
das Gesamtiiberleben fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion fiir Patienten,

die zum Zeitpunkt HSCT zensiert worden sind, nicht moglich.

Hazard Ratio (95% CI)

EFS RFS
(n=71) (n=72)
MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt 4,232 (1,602 — 11,183) 4,553 (1,725 - 12,021)
nach Induktion p=0,004 p=0,002
1,268 (0,404 — 3,984) 1,295 (0,418 — 4,013)
0, 0,
eBC (<10% vs. 210%) p=0,684 p=0,654
2,142 (0,934 — 4,909) 2,105 (0,924 — 4,796)
Alter (<60 vs. 260) 0=0,072 0=0,077
ELN-Klassifikation 2017
* glinstig* p=0,076 p=0,073
. intermediar 3,057 (1,150 — 8,128) 3,136 (1,178 — 8,350)
'a p=0,0,25 020,022
. naiinsti 1,351 (0,459 - 3,970) 1,667 (0,581 — 4,783)
ungunstig p=0,585 p=0,342

*Referenz Kategorie

Tabelle 4.3: Multivariate Analyse fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion
fiir zum Zeitpunkt der SZT zensierte Uberlebensdaten

4.3.2 Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie im multivariaten Modell

Bei verfiigbaren MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie hat der eBC-Status keine
zusitzliche prognostische Aussagekraft flir das EFS (p=0,029 vs. p=0,168, Tabelle 4.4).

Hazard Ratio (95% Cl)

oS EFS RFS
(n=87) (n=87) (n=64)
MFC-MRD-Status zum 2,966 (1,080 — 8,143) 1,972 (1,074 — 3,623) 1,537 (0,725 — 3,255)
Zeitpunkt der Aplasie p=0,035 p=0,029 p=0,262
0,668 (0,224 — 1,994) 1,579 (0,825 — 3,022) 0,921 (0,313 — 2,710)
0, 0,
eBC (<10% vs. 210%) 0=0,470 0=0,168 0=0.881

Tabelle 4.4: Multivariate Analyse fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie und
den eBC-Status

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT wird dieser Effekt verstirkt
(p=0,005 vs. p=0,205, Tabelle 4.5).
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Hazard Ratio (95% Cl)

oS EFS RFS
(n=87) (n=87) (n=64)
MFC-MRD-Status zum | 5,013 (1,091 — 23,036) 2,635 (1,342 —-5,173) 2,355 (0,981 — 5,655)
Zeitpunkt der Aplasie p=0,038 p=0,005 p=0,055
1,515 (0,458 — 5,010) 1,565 (0,783 — 3,131) 0,890 (0,282 — 2,805)
0, 0,
eBC (<10% vs. 210%) 0=0,496 0=0,205 0=0,842

Tabelle 4.5: Multivariate Analyse fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie und
den eBC-Status fiir zum Zeitpunkt der SZT zensierte Uberlebensdaten
Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie, die eBC, das Alter und die Risikogruppen

nach ELN-Klassifikation 2017 wurden als kategoriale Variablen in die Cox-
Regressionsanalyse aufgenommen. In diesem Modell bewies sich der MFC-MRD-Status zum
Zeitpunkt der Aplasie als von den anderen Variablen unabhédngiger prognostischer Faktor fiir
das EFS (Hazard Ratio 1,906, 95% Konfidenzintervall 1,008 — 3,607, p=0,047). Auch das
Alter (Hazard Ratio 2,487, 95% Konfidenzintervall 1,351 — 4,577, p=0,003) und die giinstige
Risikogruppe nach ELN-Klassifikation 2017 (p=0,004) bewies unabhingige prognostische
Aussagekraft. Der eBC-Status und die intermedidre und die ungiinstige Risikogruppe nach
ELN-Klassifikation 2017 stellen in diesem multivariaten Modell keine unabhingigen

prognostischen Faktoren fiir das EFS dar (p=0,111, p=0,151, p=0,080)(Tabelle 4.6).

Hazard Ratio (95% CI)

os EFS RFS
(n=87) (n=87) (n=64)
MFC-MRD-Status zum | 2,789 (0,966 — 8,055) 1,906 (1,008 — 3,607) 1,520 (0,670 — 3,448)
Zeitpunkt der Aplasie p=0,058 p=0,047 p=0,317
0,703 (0,230 —2,153) 1,733 (0,882 — 3,406) 1,081 (0,352 — 3,320)
0, 0,
eBC (<10% vs. 210%) p=0,537 p=0,111 p=0,802
2,437 (0,934 — 6,360) 2,487 (1,351 —4,577) 2,209 (1,011 — 4,827)
Alter (<60 vs. 260) p=0,069 p=0,003 p=0,447
ELN-Klassifikation
2017
* glinstig® p=0,049 p=0,004 p=0,447
. intermediir 0,393 (0,107 — 1,443) 0,552 (0,246 — 1,243) 0,558 (0,220 — 1,417)
intermeaia p=0,160 p=0,151 p=0,220
. unciinsti 1,539 (0,556 — 4,260) 1,861 (0,928 — 3,733) 0,932 (0,339 — 2,566)
ungunstig p=0,407 p=0,080 p=0,892

*Referenz Kategorie

Tabelle 4.6: Multivariate Analyse fiir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie.

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT ist die unabhingige
prognostische Aussagekraft des MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie fiir das EFS
starker ausgeprigt (Hazard Ratio 2,633, 95% Konfidenzintervall 1,246 — 5,562, p=0,011).
Auch die unabhédngige prognostische Aussagekraft der giinstigen Risikogruppe nach ELN-
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Klassifikation 2017 nimmt zu (p=0,001) und die ungiinstige Risikogruppe nach ELN-
Klassifikation 2017 stellt einen unabhidngigen prognostischen Faktor dar (Hazard Ratio 3,467,
95% Konfidenzintervall 1,554 — 7,735, p=0,002). Der eBC-Status stellt in diesem Modell
keinen unabhingigen prognostischen Faktor dar (p=0,364)(Tabelle 4.7).

Hazard Ratio (95% Cl)

oS EFS RFS
(n=87) (n=87) (n=64)
MFC-MRD-Status zum | 4,645 (0,958 — 22,531) 2,633 (1,246 —5,562) 2,177 (0,777 — 6,098)
Zeitpunkt der Aplasie p=0,057 p=0,011 p=0,139
1,388 (0,396 — 4,862) 1,416 (0,669 —2,999) 0,673 (0,172 — 2,632)
0, 0,
eBC (<10% vs. 210%) 0=0,608 0=0,364 0=0,569
1,878 (0,492 — 7,169) 1,945 (0,979 — 3,864) 2,053 (0,789 — 5,345)
Alter (<60 vs. 260) p=0,357 p=0,058 p=0,141
ELN-Klassifikation
2017
. ginstig* p=0,116 p=0,001 p=0,356
. intermediz 0,520 (0,079 — 3,441) 0,904 (0,355 —2,301) 1,358 (0,412 — 4,471)
Intermediar p=0,498 p=0,833 p=0,615
. st 2,514 (0,597 — 10,587) 3,467 (1,554 —7,735) 2,323 (0,736 — 7,330)
ungunstig p=0,209 p=0,002 p=0,151

*Referenz Kategorie

Tabelle 4.7: Multivariate Analyse fir den MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie fir
zum Zeitpunkt der SZT zensierte Uberlebensdaten
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4.3.3 Der kombinierte MFC-MRD-Status im multivariaten Modell

Der Kombinierte MFC-MRD-Status, das Alter und die Risikogruppen nach ELN-
Klassifikation 2017 wurden als kategoriale Variablen in die Cox-Regressionsanalyse
aufgenommen. Um die Genauigkeit des Modells bei der niedrigen Fallzahl zu gewéhrleisten
wurde der eBC-Status nicht als Variable in das Modell mit aufgenommen. In diesem Modell
bewies sich der Kombinierte MFC-MRD-Status als von den anderen Variablen unabhéngiger
prognostischer Faktor fiir das EFS (Hazard Ratio 2,688, 95% Konfidenzintervall 1,195 —
6,045, p=0,017). Auch das Alter bewies unabhingige prognostische Aussagekraft (Hazard
Ratio 2,643, 95% Konfidenzintervall 1,127 — 6,197, p=0,025). Die Risikogruppen nach ELN-
Klassifikation 2017 stellen in diesem multivariaten Modell keine unabhingigen

prognostischen Faktoren fiir das EFS dar (p=0,789, p=0,630, p=0,799)(Tabelle 4.8).

Hazard Ratio (95% ClI)

EFS RFS
(n=57) (n=58)
Kombinierter MFC-MRD-Status 2,688 (1,195 — 6,045) 2,555 (1,142 - 5,715)
(pos. vs. neg./inkonstant) p=0,017 p=0,022
Alter (<60 vs. 260) 2,643 (;;10252—56,197) 2,618 (;;10182%6,124)
ELN-Klassifikation 2017
* gunstig* p=0,789 p=0,758
. 0,801 (0,324 — 1,981) 0,824 (0,334 — 2,032)
e intermediar 0=0,630 p=0,675
«  ungiinsti 1,158 (0,375 — 3,578) 1,253 (0,409 — 3,837)
gunstig p=0,799 p=0,693

*Referenz Kategorie

Tabelle 4.8: Multivariate Analyse fiir den kombinierten MFC-MRD-Status

Bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT ist die unabhingige
prognostische Aussagekraft des kombinierten MFC-MRD-Status fiir das EFS stérker
ausgeprigt (Hazard Ratio 3,833, 95% Konfidenzintervall 1,482 — 9,914, p=0,006). Die
ungiinstige Risikogruppe nach ELN-Klassifikation 2017 zeigt sich als unabhingiger
prognostischer Faktor (Hazard Ratio 5,428, 95% Konfidenzintervall 1,138 — 25,886, p=0,001)
und die ungiinstige Risikogruppe nach ELN-Klassifikation 2017 stellt einen unabhingigen
prognostischen Faktor dar (Hazard Ratio 3,467, 95% Konfidenzintervall 1,554 — 7,735,
p=0,034). Der Alter und die gilinstige und intermedidre Risikogruppe nach ELN-
Klassifikation 2017 stellen in diesem Modell keinen unabhingigen prognostischen Faktor dar

(p=0,273, p=0,073, p=0,096)(Tabelle 4.9).
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Hazard Ratio (95% CI)

EFS RFS
(n=57) (n=58)
Kombinierter MFC-MRD-Status 3,833 (1,482 —9,914) 3,501 (1,407 — 8,707)
(pos. vs. neg./inkonstant) p=0,006 p=0,007
Alter (<60 vs. 260) 1,686 (3;%622754,291) 1,785 (3;%9§2B4,553)
ELN-Klassifikation 2017
* gunstig* p=0,073 p=0,050
: 2,354 (0,860 — 6,443) 2,395 (0,876 — 6,553)
* intermediar p=0,096 p=0,089
. naiinsti 5,428 (1,138 — 25,886) 5,938 (1,332 — 26,477)
ungunstig p=0,034 p=0,020

*Referenz Kategorie

Tabelle 4.9: Multivariate Analyse fiir den kombinierten MFC-MRD-Status fiir zum Zeitpunkt
der SZT zensierte Uberlebensdaten
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5 Diskussion

Die Therapie der AML stellt aufgrund der heute noch vorhandenen hohen Rezidivraten eine
aktuelle Herausforderung dar. Durch die heutzutage etablierten prognostischen Faktoren kann
ein Rezidiv und somit eine schlechte Prognose eines Individuums nur sehr eingeschrankt
vorhergesagt werden. Aus diesem Grund ist die Suche nach neuen sensitiveren
prognostischen Faktoren von grofter Bedeutung. Eine verbesserte Risikostratifizierung wiirde
ermoglichen den Patienten eine individuelle risikoadaptierte Therapie zukommen zu lassen.
In Zukunft kénnte so mdglicherweise das Uberleben der AML-Patienten verbessert werden.
Ziel dieser Arbeit war es, die prognostische Bedeutung der durchflusszytometrisch
gemessenen MRD zum Zeitpunkt der Aplasie und nach Induktion im Kontext der bereits

existierenden prognostischen Faktoren zu evaluieren.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Studienaufbau

In dieser Studie wurden die Knochenmarksproben von 105 Patienten in Hinblick auf die
durchflusszytometrisch gemessene MRD analysiert. 87 Proben wurden zum Zeitpunkt der
Aplasie, 72 zum Zeitpunkt nach Induktion und 59 zu beiden Zeitpunkten ausgewertet. Die
mediane Nachverfolgungszeit der Patienten betrug 9,8 Monate. Die Knochenmarksproben
wurden nach standardisierten Methoden gewonnen und in dem spezialisiertem Labor fiir
Leukémiediagnostik routineméBig aufgearbeitet und analysiert. Fiir die Identifizierung der

LAIPs wurden standardisierte Antikorperpanel angewendet.

Uber die Relevanz der durchflusszytometrisch gemessenen MRD zum Zeitpunkt der Aplasie
wurden bisher nur wenige Studien durchgefiihrt. Erste Untersuchungen wurden 2004 von
Kern et al. verdffentlicht (49). Die durchflusszytometrische Messung von 106
Knochenmarksproben von AML-Patienten zeigte signifikante prognostische Aussagekraft fiir
das OS, EFS und RFS. Zudem war die durchflusszytometrisch gemessene MRD in der
multivariaten Analyse ein unabhingiger prognostischer Faktor fiir EFS und RFS. Auch
Kohnke et al. konnte in der 2015 veroffentlichten Studie in einer groBBeren Kohorte von 178
Patienten die prognostische Bedeutung der MFC-MRD zum Zeitpunkt der Aplasie
nachweisen (80). Beide Studien verwendeten ein 3-Farben-Antikorperpanel. In der von

Kohnke et al. durchgefiihrten Studie wurden nur die Patienten eingeschlossen, die eine CR
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erreicht haben. Diese Studie ist die erste, die mit 8-fach kombiniertem Antikorperpanel die
Relevanz der MFC-MRD zum Zeitpunkt Aplasie fiir alle Patienten (inklusive der Patienten,
die eine CR nicht erreicht haben) untersucht. Trotz der relativ kleinen Fallzahl und der relativ
kurzen medianen Nachverfolgungszeit von 9,8 Monaten konnte in dieser Kohorte ein
signifikanter prognostischer Einfluss der MFC-MRD gezeigt werden. Zur Validierung der

Ergebnisse werden weitere Studien groeren Umfangs benétigt werden.

5.1.2 Die Durchflusszytometrie genieflt einen hohen Stellenwert als Methode zur
Messung der MRD in der AML

Die ideale Methode zur Identifizierung einer kleinen Anzahl leukdmischer Zellen, die nach

Chemotherapie im Knochenmark oder im Blut persistieren, sollte folgende Kriterien erfiillen:

1) Die Methode sollte fiir die meisten Krankheitsfille anwendbar sein. 2) Die Methode sollte

spezifisch fiir die neoplastischen Zellen sein. 3) Die Methode sollte sensitiv sein. 4) Die

Methode sollte die Quantifizierung der Tumorlast ermdglichen. 5) Die Ergebnisse der

Methode sollten reproduzierbar sein (53).

Die Methode der Immunphénotypisierung

Die Methode der Durchflusszytometrie ist eine der zwei aktuell eigesetzten Methoden zur
Messung der MRD und konnte aufgrund Ihrer Eigenschaften fiir die spezifische und sensitive

Detektion einer MRD als gut geeignet angesehen werden (90):

* Fin bedeutender Vorteil der multiparametrischen Immunphénotypisierung ist die
breite Anwendbarkeit der Methode auf die meisten AML-Patienten, inklusive aller
Subgruppen der Erkrankung. Studien haben gezeigt, dass mit passendem
Antikorperpanel bei iiber 90% der Patienten ein leukédmieassoziierter Immunphéanotyp
(LAIP) identifiziert werden kann und somit die Methode fiir fast alle AML-Patienten
zur MRD Diagnostik angewendet werden kann (47, 49, 70, 74). In dieser Studie
konnte von den 105 Patienten bei 102 Patienten ein LAIP bestimmt werden, also in
>97% der Fille, was mit fritheren Berichten iibereinstimmt.

* Fine weitere Stirke der Methode ist ihre Schnelligkeit (1 — 2 Tage). Diese ermoglicht
die MRD-Status-Erhebung zu einem sehr frithen Zeitpunkt und somit eine mogliche
Basis fiir eine friihe risikoadaptierte Therapieanpassung.

*  Weiterhin ermoglicht die Durchflusszytometrie die Unterscheidung von lebenden und

toten Zellen (46).
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Eine Quantifizierung von Zellen ist gut durchfiihrbar.

Eine Analyse einzelner Zellen ist moglich.

Es konnen auch gesunde Zellen analysiert werden.

Die Methode geht mit einer Sensitivitit von bis zu 10 (also 1 in 10 000 Zellen)
einher (91).

Die Einholung einer Zweitmeinung ist durch das einfache Verschicken der
elektronischen Datensétze moglich.

Die Methode ist glinstig (90).

Theoretisch konnte sie in Zukunft auch fiir die Identifizierung von Mutationen die fiir

Genprodukte in Form von neo-Antigenen verantwortlich sind herangezogen werden

(53).

Allerdings bringt die Methode auch einige Herausforderungen mit sich:

Die Fahigkeit mittels Durchflusszytometrie aberrante Zellen zu identifizieren beruht
auf dem Grad der Unterscheidung des Antigenexpressionsmusters leukdmischer
Zellen von gesunden Zellen. In der AML zeigt der aberrante Phinotyp ofters enge
Beziehung zum physiologischen Phénotypen und die meisten
Antigenexpressionsmuster sind in geringer Konzentration auch in normalem,
insbesondere aber auch in regenerierendem Knochenmark vorzufinden. Dieses
erschwert die immunphénotypische Identifizierung von malignen Blasten in der AML
(64). Im Gegensatz dazu lassen sich in der B-Linien-ALL typischerweise klar von
gesunden Zellen abgrenzbare verdichtige Populationen identifizieren, was zur
Etablierung der Methode der MFC-MRD-Analyse als Indikator fiir die Qualitdt des
Therapieansprechens in der ALL und insbesondere in der ALL des Kindesalters
gefiihrt hat (45).

Eine weitere Herausforderung stellt ein moglicher sogenannter ,,Antigenshift”, bei
dem sich die Antigenexpression der malignen Blasten im Verlauf der Therapie
verdndern dar (92).

Die adidquate Anwendung der MFC benétigt ein hohes MaBl an Expertise und
Erfahrung, Die Analyse und Interpretation der Daten beinhaltet subjektive Elemente
und somit einen potentiellen Untersucher-abhéngigen Bias, welches es schwierig
macht die Methode laboriibergreifend zu standardisieren (93).

Die Sensitivitit der Methode ist aktuell etwas niedriger als die von

molekulargenetischen Herangehensweisen.
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Aktuell gibt es noch keinen Konsensus auf eine standardisierte Gatingmethode zur
immunphénotypischen Erfassung der MRD. Die ,different-from-normal“-Methode hat den
Vorteil, dass keine Knochenmarksprobe bei Erstdiagnose bendtigt wird und dass keine falsch-
negativen MRD-Ergebnisse durch einen Antigenshift entstehen (54). Bei der LAIP-
gesteuerten Methode werden die bei ED definierten LAIPs im Verlauf beobachtet und
benétigt somit eine Knochenmarksprobe bei Erstdiagnose und die Anwendung eines
patienten-spezifischen Antikorperpanels fiir die Verlaufsproben. Studien haben gezeigt, dass
die ,,different-from-normal*“-Methode aus einer Kohorte an Patienten, die eine CR erreicht
haben eine niedrigere Rate an MRD-positiven Patienten identifiziert als die Methode der
LAIP-gesteuerten MRD-Messung (20% vs. 34-42%) (71, 72, 94). Dieses deutet auf eine
womoglich hohere Sensitivitit der Methode der LAIP-gesteuerten MRD-Messung, weshalb in
dieser Studie diese Methode angewendet wurde. In dieser Studie wurden bei 54,0% der
Patienten zum Zeitpunkt der Aplasie und bei 54,2% der Patienten zum Zeitpunkt nach
Induktion ein positiver MRD-Status identifiziert, also eine leicht hohere Rate als in bisherigen
Studien nachgewiesen werden konnte (94). Eine weitere Gatingstrategie wurde von Terwijn et
al vorgeschlagen, die zum Ziel hat eine verminderte Sensitivitit durch eine mogliche Dilution
des Knochenmarkblutes durch peripheres Blut auszuschlieBen. Diese Methode ist allerdings
nur bei Vorhandensein eines primitiven Markes (CD34, CD117, CD133) anwendbar (95). Ob
in Zukunft eine automatisierte Herangehensweise seltene aberrante Zellpopulationen

identifizieren konnte wird in aktuellen Studien untersucht (96-99).

Die molekulargenetischen Methoden

Auch molekularmethodische Methoden werden zu Detektion der MRD eingesetzt und bringen
folgende positiven Eigenschaften mit sich:

* Der grofle Vorteil der molekulargenetischen Methoden liegt in deren hohen
Sensitivitdt von 10~ bis 107 (also 1 in 1 000 - 10 000 000 Zellen). Allerdings variiert
die Sensitivitdt des Testverfahrens zwischen den Zielmarkern und zwischen den
Patienten mit der gleichen Zielmutation, da sie von der relativen Expression des
Zielmarkers in den leukdmischen Blasten abhingig ist (54, 100).

* Die Methode ist relativ schnell durchfiihrbar (innerhalb von 1 — 3 Tagen).

* Die molekularen Marker werden im Gesunden kaum exprimiert (<10°) (90).
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Zu den negativen Eigenschaften der molekulargenetischen Methoden gehoren:
* Sie sind derzeit bei nur ca. 50% der Patienten anwendbar (90).

¢ Sie sind verhdltnismiBig teuer.

Die Methoden im Uberblick

Bisher verfiigt kein MRD-Test iiber perfekte Sensibilitit oder Spezifitit um das Rezidivrisiko
einer Kohorte oder klinisch relevanter eines Individuums vorauszusagen. Eine beachtliche
Anzahl an MRD-Tests erweisen sich als ,,falsch-positiv oder als ,falsch-negativ. Dies
driickt sich darin aus, dass manche Patienten mit einem negativen MRD-Test ein Rezidiv
erleiden und dass andere Patienten mit einem positiven MRD-Test in CR verbleiben. Neben
der unzureichenden Sensitivitdt der Methode kdnnte einer der Griinde hierfiir in der instabilen
Expression des untersuchten Markers liegen. Ein weiterer Grund konnte die ungleichméBige
Verteilung leukdmischer Blasten im Knochenmark oder das relativ kleine Probenvolumen
sein (101). Die Frequenz des MRD-Monitorings konnte von Bedeutung sein (101). Die
Wiederholung eines MRD-Tests konnte dabei helfen die falsch-positiven und falsch-

negativen Raten zu senken (53).

Schlussfolgerung

Die Etablierung und Standardisierung der immunphénotypischen MRD-Diagnostik hat einen
hohen Stellenwert, da durch molekulargenetische Analysen nur ein Bruchteil der Patienten
erfasst werden kann. Die Messung von sogenannten ,,Stammzellmarkern® ermoglicht die
Fokussierung auf die Stammzellen der AML und konnte somit die Spezifitit und die
prognostische Aussagekraft der durchflusszytometrisch gemessenen MRD verbessern.

Um das MRD-Monitoring in der AML als klinische Routinediagnostik zu etablieren, miissen
die Methoden noch verbessert, standardisiert und validiert werden mit dem Ziel hochst
reproduzierbare Ergebnisse zwischen verschiedenen Zentren zu erzielen.

Einige Probleme konnten durch die Standardisierung der Probengewinnung,
Geriteinstellungen, automatisierte Interpretationssoftware, zentrale Priifung, kontinuierliche
Qualititssicherung verbessert, oder sogar geldst werden (102-104).

MRD-gesteuertes Therapiemonitoring erfordert sequenzielle Knochenmarkpunktionen,
welches fiir die Patienten ein invasives Verfahren bedeutet. Zeijlemaker et al. beschéftigt ich
mit der Frage, ob in Zukunft auch peripheres Blut als Probematerial zur MRD-Diagnostik

herangezogen werden kdnnte (105).
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Patientencharakteristika

In dieser Studie konnte in 97% der Patienten die durchflusszytometrisch gemessene MRD
erhoben werden, welches Berichten aus vorherigen Studien entspricht, in denen in >90% der
Patienten LAIPs zur MRD-Bestimmung identifiziert werden konnten. In Ubereinstimmung
mit bisherigen Studien ist die Mehrheit der Patienten dieser Kohorte der intermedidren
zytogenetischen Gruppe nach MRC Kriterien zugehorig. Die Aufteilung in die glinstige,
intermedidre und ungiinstige Risikogruppe nach ELN-Klassifikation 2017 ist mit 31,4%,
32,4% und 36,2% relativ ausgeglichen.

5.2.2 Die prognostische Aussagekraft der untersuchten Variablen ist bei Zensierung
der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT stirker ausgeprigt
In dieser Studie zeigten die untersuchten Variablen bei Zensierung der Uberlebensdaten zum
Zeitpunkt der SZT in 24 von 26 univariaten Untersuchungen (92,3%) einen statistisch starker
ausgeprigten — oder bei einem p-Wert<0,001 einen vergleichbaren — Einfluss auf die
Prognose als bei Unterlassung der Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT.
Einzig bei der Stratifizierung der Patienten nach Alter konnte dieser Effekt fiir das OS und
RFS nicht beschrieben werden. In den multivariaten Modellen zeigte die MRD zu den
verschiedenen Zeitpunkten bei Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT in 9
von 10 Féllen (90%) einen statistisch stirker ausgeprdgten Einfluss auf die Prognose als bei
Unterlassung der Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT. Diese Daten
lassen sich vermutlich durch den ausgeschlossenen Storfaktor der SZT-assoziierten Mortalitét
erkldren. Eine verminderte statistische Aussagekraft durch eine kiirzere mediane
Nachverfolgungszeit konnte nicht nachgewiesen werden. Diese Daten suggerieren die
Zensierung der Uberlebensdaten zum Zeitpunkt der SZT um den Einfluss

krankheitsassoziierter Variablen auf das Uberleben zu untersuchen.

5.2.3 Das Alter ist bei vorhandenem MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie
oder zum Zeitpunkt nach Induktion kein unabhéngiger prognostischer Faktor

Das Alter (< oder >60 Jahre) der AML-Patienten bei Erstdiagnose ist in dieser Kohorte in der
univariaten Analyse ein prognostischer Faktor. Ein Alter >60 Jahre ist mit einem kiirzeren

OS, EFS und RFS assoziiert. Bei vorhandenem MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie und
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nach Induktion ist das Alter bei Betrachtung der Daten der zum Zeitpunkt der SZT zensierten

Patienten kein unabhéngiger prognostischer Faktor.

5.2.4 Die ELN-Klassifikation 2017 beinhaltet zum Teil unabhingige prognostische
Aussagekraft

Die Stratifizierung nach ELN-Klassifikation 2017 zeigte in der univariaten Analyse
ausschlieBlich fiir das OS und EFS fiir zum Zeitpunkt der SZT zensierten Patienten
signifikante prognostische Aussagekraft. Bezogen auf das Gesamtiiberleben zeigte die
intermediire Risikogruppe einen Uberlebensvorteil gegeniiber der giinstigen Risikogruppe.
Bei vorhandenem MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion zeigt in der multivariaten
Analyse ausschlieBlich die intermedidre Risikogruppe unabhéngige prognostische Relevanz
bezogen auf das EFS und RFS. Bei vorhandenem MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie zeigt die giinstige und die ungiinstige Risikogruppe unabhéngige signifikante
Assoziation mit dem EFS. Bei vorhandenem kombinierten MFC-MRD-Status zeigt die
ungiinstige Risikogruppe unabhidngige Assoziation mit dem EFS und RFS.

5.2.5 Der eBC-Status ist bei vorhandenem MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der
Aplasie kein unabhiingiger prognostischer Faktor
Der eBC-Status ist in dieser Kohorte in der univariaten Analyse ein signifikanter
prognostischer Faktor fiir das EFS. Fiir das OS und RFS war eine prognostisch signifikante
Stratifizierung der Patienten nach eBC-Status nicht mdglich. Eine mogliche Ursache hierfiir
konnte die niedrige Fallzahl an Patienten die eine eBC nicht erreicht haben (n=19) im
Vergleich zu der Fallzahl an Patienten, die eine eBC erreicht haben (n=84) sein. Im
multivariaten Modell zeigte der eBC-Status keine unabhingige prognostische Relevanz
bezogen auf das OS, EFS und RFS, wenn ein MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie
vorhanden war. Die morphologische eBC hat somit weniger Aussagekraft, als die
durchflusszytometrische MRD Erhebung zum Zeitpunkt der Aplasie. Die Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit Daten zur AML des Kindesalters, die zeigen, dass die friihe
zytomorphologische Blasten-Messung keine zusétzliche prognostische Information beinhaltet,
wenn eine frithe (an Tag 22 der Induktionstherapie) durchflusszytometrische Messung der

MRD vorhanden ist (73).
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5.2.6 Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion ist ein unabhéingiger
prognostischer Faktor

Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion ist ein von der eBC, dem Alter und der
ELN-Klassifikation 2017 unabhdngiger prognostischer Faktor in Hinblick auf das EFS und
RFS. Diese Ergebnisse bestitigen die bereits in anderen Studien gezeigte prognostische
Relevanz des MRD-Status zum Zeitpunkt nach Induktion. Eine von Freeman at al.
durchgefiihrte Studie hat gezeigt, dass die Erhebung der MRD zum Zeitpunkt nach Induktion
(dem frithesten Zeitpunkt in der Studie) die wichtigste prognostische Information enthélt (74).
Auch Terwijn at al. haben nachgewiesen, dass eine frithe Messung der MRD (zum Zeitpunkt
nach Induktion) grofle Bedeutung fiir die Risikostratifizierung der Patienten hat. Der

Zeitpunkt der Aplasie wurde in diesen Studien nicht untersucht.

5.2.7 Der MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie ist ein unabhingiger
prognostischer Faktor

In dieser Studie konnte in der univariaten und in der multivariaten Analyse der Einfluss des

MFC-MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie auf das OS und EFS aller erwachsenen

Patienten (ausgenommen Patienten mit Promyelozytenleukdmie) gezeigt werden. Der MRD-

Status zum Zeitpunkt der Aplasie war ein vom eBC-Status, vom Alter und von der ELN-

Klassifikation 2017 unabhéngiger prognostischer Faktor.

Diese Daten bestétigen die in Studien von Kern et al. und Kohnke et al. nachgewiesene
prognostische Relevanz des MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie (49, 80). Ahnliche
Ergebnisse gibt es auch im Bereich der ALL. Es wurde gezeigt, dass ALL-Patienten, die ein
frithes (an Tag 15 nach Induktionstherapie) durchflusszytometrisch gemessenes gutes
Therapieansprechen zeigen, einen Uberlebensvorteil gegeniiber anderen Patienten haben (106,

107).

In der von Kdhnke et al. durchgefiihrten Studie zeigte die durchflusszytometrisch gemessene
MRD zum Zeitpunkt der Aplasie sogar einen stirker ausgeprigten Einfluss auf die Prognose,
als die MRD zum Zeitpunkt nach Induktion (80). Auch Basso et al. haben in der ALL des
Kindesalters gezeigt, dass die durchflusszytometrische Messung der MRD im Knochenmark
an Tag 15 nach Beginn der Induktionstherapie den stdrksten Faktor zur frithen Vorhersage des

Rezidivrisikos darstellt (106). Dieses konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.
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Es wird vermutet, dass die Ursache fiir die in Studien teilweise beschriebene hohere
Sensitivitdt der durchflusszytometrischen Messung des Therapieansprechens zum Zeitpunkt
der Aplasie als zum Zeitpunkt nach Induktion unter Anderem darin liegen konnte, dass zum
Zeitpunkt nach Induktion sich bereits vermehrt regenerierende Blasten im Knochenmark
befinden, die aufgrund von teilweise dhnlichen Immunphéinotypen nicht mit Sicherheit von
AML-Blasten zu unterscheiden sind. Zum Zeitpunkt der Aplasie féllt diese Unsicherheit

aufgrund der in diesem Stadium fehlenden regenerierenden Blasten weg.

5.2.8 Der kombinierte MRD-Status ist ein unabhiingiger prognostischer Faktor

Um die Wahrscheinlichkeit eines falsch-positiven oder eines falsch-negativen MRD-Tests zu
senken, wird in der Literatur vorgeschlagen bei MRD-Positivitit einen Konfirmationstest
durchzufiihren und nur bei Patienten mit konfirmiert positivem MRD-Test eine Intensivierung
der Therapie in Betracht zu ziehen. So sollen Patienten bei einem falsch-Positiven MRD-Test

vor unnotig toxischer Therapie geschiitzt werden (53, 108).
Der kombinierte MFC-MRD-Status der Zeitpunkte der Aplasie und nach Induktion

(konfirmierte MRD-Positivitit vs. inkonstante oder konfirmierte MRD-Negativitit) zeigte

signifikante unabhéngige Korrelation mit der Prognose.
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5.3 Aausblick: Die frithe durchflusszytometrisch gemessene MRD als steuernder
Einfluss in der Therapie der AML

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die durchflusszytometrisch gemessene MRD zum

Zeitpunkt der Aplasie einen starken unabhidngigen prognostischen Faktor darstellt und

zusitzlich zu den bisher etablierten prognostischen Faktoren wichtige prognostische

Information enthélt. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Risikostratifizierung der Patienten

nicht nur auf der Risikoeinschidtzung bei Erstdiagnose beruhen sollte, sondern auch auf die

MRD als in vivo Marker fur die Chemosensitivitit.

Craddock et al haben gezeigt, dass eine verlidngerte Zeit bis zur SZT mit einer schlechteren
Prognose einhergeht (84). Bisher stellt in der Therapie der AML die frithe Durchfiihrung einer
allogenen SZT eine grofle Herausforderung dar, da sie mit einem erheblichen logistischen
Aufwand einhergeht und die Identifikation eines passenden Spenders betrichtliche Zeit
erfordert. Eine frilhe MFC-MRD-gesteuerte Therapieanpassung konnte in Zukunft das
Management der Postremissionstherapie verbessern. Die zum Zeitpunkt der Aplasie
durchflusszytometrische Identifizierung der Patienten, die mit hoher Wahrscheinlichkeit von
einer allogenen SZT profitieren wiirden, konnte dabei helfen, fiir diese Patienten friihzeitig
eine intensivierte Postremissionstherapie einzuleiten. Die frithe Identifizierung der Patienten
mit guter Prognose wiederum, konnte Patienten, die sehr wahrscheinlich durch Therapie

niedriger Intensitit geheilt werden konnen, vor hoch toxischen Therapieelementen bewahren.

— ALLOGENE STAMMZELLTRANSPLANTATION
m &8 g R il %

v

Diagnose  Aplasie nach Induktion nach Konsolidierung Jahr 1 Jahr 2 Jahr 3
(approx. Tag 16)

Abbildung 5.1: Die Rolle der MRD zum Zeitpunkt der Aplasie fiir die Gestaltung der
Postinduktionstherapie

Die durchflusszytometrisch gemessene MRD zum Zeitpunkt der Aplasie konnte somit eine
bedeutende Rolle fiir das Management der risikoadaptierten Postinduktionstherapie spielen

und hoffentlich in Zukunft das Uberleben von AML-Patienten verbessern. Um die MFC-
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MRD-Testung in die Routinediagnostik der AML aufnehmen zu kdnnen, miissten weitere
laboriibergreifende Standardisierungen der Methode durchgefiihrt werden(103). Ob in
Zukunft MFC-MRD-gesteuerte Anpassungen des Postinduktionstherapiemanagements
tatsdchlich einen klinischen Nutzen fiir AML-Patienten bringen, wird in randomisierten

Studien untersucht werden miissen(53, 109).
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7 Zusammenfassung

Ein Langzeitiiberleben wird von vielen AML-Patienten nicht erreicht. Zwar werden durch
eine intensive Induktionstherapie Remissionsraten von bis zu 80% erzielt, allerdings erleiden
bis zu 60% dieser Patienten im spiteren Verlauf ein Rezidiv (23). Diese Daten spiegeln das
aktuell suboptimale Management der Postinduktionstherapie in der AML des
Erwachsenenalters wieder. Das Uberleben von AML-Patienten konnte mdglicherweise durch
eine individualisierte und besser risikoadaptierte Postinduktionstherapie verbessert werden.
Allerdings ldsst sich anhand der aktuell etablierten prognostischen Faktoren — die sich vor
allem auf den Zeitpunkt der Erstdiagnose konzentrieren — die Prognose eines Individuums
sehr eingeschrinkt vorhersagen. Daher ist es von grofiter Bedeutung neuere, sensitivere
prognostische Faktoren zu identifizieren.

Ziel dieser Arbeit war es, die prognostische Bedeutung der durchflusszytometrisch
gemessenen MRD zum Zeitpunkt der Aplasie und nach Induktion als in vivo Marker fiir die
Chemosensitivitdit der Erkrankung im Kontext der bereits existierenden prognostischen
Faktoren zu evaluieren.

Es wurden 105 Patienten mit neu diagnostizierter AML des Erwachsenenalters
(ausgenommen Promyelozytenleukdmie), die eine intensive Induktionstherapie erhalten
haben, in die Studie aufgenommen. Die Knochenmarksproben wurden durchflusszytometrisch
anhand von 6-8-Farben-Panel untersucht. Der univariate und multivariate Einfluss der MRD
auf das Uberleben wurde anhand des Kaplan-Meier-Schitzers und dem zugehorigen Log-
Rank-Test und anhand von Cox-Regressionsmodellen analysiert. Die MRD wurde nach der
LAIP-gesteuerten Gatingmethode definiert.

Die MRD konnte in 87 Fillen zum Zeitpunkt der Aplasie (Tag 15-18 nach Beginn der
Induktionstherapie), in 72 Fillen zum Zeitpunkt nach Induktion (Tag 25-129 nach
Erstdiagnose) und in 59 Fillen zu beiden Zeitpunkten analysiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass eine MRD-Positivitit zum Zeitpunkt nach Induktion mit einem signifikant
kiirzeren EFS und RFS (HR 4,232; p=0,004 und HR 4,553; p=0,002) assoziiert ist,
unabhéngig von eBC-Status, Alter und ELN-Klassifikation 2017. Auch der MRD-Status zum
Zeitpunkt der Aplasie war ein starker prognostischer Faktor fiir das EFS (HR 2,633; p=0,011)
unabhéngig von eBC-Status, Alter und ELN-Klassifikation 2017. Fiir das OS und RFS zeigte
sich ein Trend (HR 4,645; p=0,057 und HR 2,177; p=0,139). Der eBC-Staus zeigte bei
vorhandenem MRD-Status zum Zeitpunkt der Aplasie keine prognostische Relevanz fiir das
OS, EFS und RFS (HR 1,515; p=0,496 ; HR 1,565; p=0,205 ; HR 0,890; p=0,842 vs. HR
5,013; p=0,038; HR 2,635; p=0,005 ; HR 2,355; p=0,055). Ein bestitigter MRD-positiver-
Status zeigte eine von Alter und ELN-Klassifikation 2017 unabhéngige Assoziation mit dem
EFS und RFS (HR 3,833; p=0,006 und HR 3,501; p=0,007).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die durchflusszytometrisch gemessene MRD zum
Zeitpunkt nach Induktion und zum Zeitpunkt der Aplasie starke prognostische Faktoren
darstellen. Besondere Relevanz konnte die MRD-Messung zum Zeitpunkt der Aplasie haben,
da die friihe Identifizierung der Patienten, die eine schlechte Prognose haben, die Moglichkeit
eroffnet eine frithe individualisierte therapeutische Intervention — zum Beispiel in Form einer
allogenen SZT — einzuleiten. Ob in Zukunft MFC-MRD-gesteuerte Therapieanpassungen zu
einer Verbesserung des Uberlebens in der AML fiihren, wird in klinischen Studien untersucht
werden miissen.
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Multivariate Analyse flir den kombinierten MFC-MRD-Status
Multivariate Analyse flir den kombinierten MFC-MRD-Status fiir zum
Zeitpunkt der SZT zensierte Uberlebensdaten
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Postinduktionstherapie

73



III. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

ALL Akute Lymphatische Leukémie

AML Akute Myeloische Leukéimie

aPC Aberrante primitive Zellen

CD Cluster of differentiation

CI Konfidenzintervall

CLL Chronisch Lymphatische Leukédmie

CML Chronische Myeloische Leukédmie

CR Komplette Remission (,,Complete Remission®)
Cri Komplette Remission mit inkompletter Regeneration des Blutes
eBC Early Blast Clearance

ED Erstdiagnose

EFS Ereignisfreies Uberleben (,,Event-free survival®)
ELN European LeukemiaNet

FAB French-American-British

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FSC Vorwirtsstreulicht (,,forward scatter)

HAM Hochdosis-Ara-C, Mitoxantron

HD Hoch-Dosis

HLA Humane Leukozyten Antigene

HR Hazard Ratio

KM Knochenmark

LAIP Leukédmie-assoziierter aberranter Immunphénotyp
MFC Multiparametrische-Fluoreszenz-Durchflusszytometrie
MRD Minimale Resterkrankung (,,Minimal residual disease*)
OS Gesamtiiberleben (,,Overall survival®)

PCR Polymerasekettenreaktion

RFS Rezidivfreies Uberleben

S-HAM Sequenzielles HAM

SSC Seitwiirtsstreulicht (,,side scatter*)

SZT Stammzelltransplantation

WHO World Health Organization
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