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1. Einleitung

1.1  Grundlagen der Leukamie

Schon Galenos von Pergamon berichtete in medizinischen Schriften der Antike von
Tumoren und Geschwdren als ,karkinos®, was aus dem Altgriechischen Ubersetzt
,Krebs“ bedeutet. Es wurde damit das Tier, aber auch die Krankheit bezeichnet [1,
2].

Bis zur Entdeckung von Blutkrebs jedoch sollten noch beinahe zwei Jahrtausende
vergehen: im 19. Jahrhundert beschrieben John H. Bennett, ein schottischer Arzt,
und Rudolf Virchow an der Universitatsklinik Charité in Berlin fast zur selben Zeit
eine starke Vermehrung weilker Blutzellen bei einigen ihrer Patienten [3]. Diese litten
an Abgeschlagenheit, Fieber, verschiedensten Infektionen, Blasse sowie
Blutungsneigung. Meist verstarben die Patienten innerhalb weniger Wochen.
Virchow nannte die Krankheit daraufhin ,Leukamie®, bestehend aus den
griechischen Wértern ,leukos® flr weil und ,haima*“ fir Blut [4, 5].

Heutzutage stellt die Bezeichnung Leukamie einen Oberbegriff fir verschiedene
maligne hamatologische Erkrankungen dar. Die dieser Krebsart zu Grunde liegende
Veranderung betrifft dabei eine Zellreihe und kann auf verschiedenen
Reifungsebenen auftreten, flihrt jedoch immer zu einer unkontrollierten Vermehrung
dieser Zellen. Somit wird die Bildung reifer, funktionstiichtiger Blutbestandteile —
Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten — im Knochenmark verdrangt.
Dadurch kommt es zur Ausbildung der typischen Leukamiesymptome wie
Blutarmut, Infektionsneigung und Blutungen [6, 7]. Auch kdnnen die unreifen
Vorlauferzellen, sog. Blasten, aus dem Knochenmark in alle Bereiche des Korpers
ausgeschwemmt werden. So kann es zur VergrofRerung von Lymphknoten,
typischerweise aber auch von Milz und Leber kommen. Grundsatzlich kdnnen alle

Organe von extramedullarem Befall der Leukamie betroffen sein [3].
1.1.1 Klassifikation

Unterteilen kann man die Leukadmien einerseits nach deren zeitlicher Verlaufsform;
so werden chronische, sich Uber mehrere Monate oder Jahre entwickelnde von

akuten Leukamien abgegrenzt. Akute Leukamien sind gekennzeichnet durch
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schnelle Verlaufe, die unbehandelt meist innerhalb weniger Wochen oder Monate
zum Tod flhren [6].

AuRerdem werden Leukamien nach der Zellreihe klassifiziert, von der die malignen
Zellen abstammen: so gehen lymphatische Leukamien von Vorlauferzellen der
Lymphozyten aus. Handelt es sich beim leukamischen Klon um eine Vorlauferzelle
von Erythrozyten, Monozyten, Granulozyten oder Thrombozyten, so spricht man

von einer myeloischen Leukamie [6, 7].

1.1.2 Epidemiologie

Jahrlich erkranken rund 14 000 Menschen in Deutschland an einer Leukamie; die
haufigsten Formen dabei sind mit etwa 40% die chronisch lymphatische Leukamie
(CLL) und mit rund 20% die akute myeloische Leukamie (AML) [8]. Insgesamt ist
die Altersgruppenverteilung je nach Leukamieform unterschiedlich; so ist die ALL
bei Kindern unter 5 Jahren die haufigste Form [6]. Ab dem 5. Lebensjahr nimmt die
Wahrscheinlichkeit, an einer Leukamie zu erkranken, bis zum 30. Lebensjahr ab.
Danach nimmt die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit steigendem Lebensalter
bestandig zu. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen: 1 von 64 Mannern
bzw. 1 von 85 Frauen erkranken im Lauf des Lebens an Blutkrebs (Tabelle 1) [8].

Tab. 1: Anteile der verschiedenen Leukdmieformen an allen Neuerkrankungen (Deutschland 2013-
2014); nach Zahlen des Robert-Koch-Instituts [8].

ALL CLL AML CML sonstige*
Manner 7% 42% 19% 7% 24%
Frauen 7% 38% 22% 8% 25%

*nicht genau bezeichnete Leukdmieformen

1.1.3 Prognose

Die Prognose der Erkrankung Leukamie ist je nach Form, Alter bei Auftreten der
Erkrankung und verschiedenen anderen Faktoren sehr unterschiedlich; bei
Patienten in den Jahren 2008-2010 aus einem Datenpool von 8
Landeskrebsregistern lag das relative 5-Jahres-Uberleben fir CLL-Patienten bei
76%. Verglichen dazu fallt die Prognose fur AML-Patienten mit einem relativen 5-

Jahres-Uberleben von 24% viel schlechter aus [9].
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1.2  Grundlagen der Akuten Myeloischen Leukamie
1.2.1 Klassifikation

1976 erarbeitete eine Gemeinschaft aus franzosischen, amerikanischen und
britischen Hamatoonkologen erstmals eine zytomorphologische Einteilung der AML
(Tabelle 2) [10] . Die FAB-Klassifikation stltzt sich vor allem auf morphologische
Kriterien, diese wurde Uber die Jahre erweitert und angepasst. In der Klinik ist die
FAB-Einteilung teilweise weiterhin in Gebrauch, wird jedoch zunehmend von der
WHO abgelost (Tabelle 3).

zytomorphologischen auch genetische und immunologische Merkmale und wurde

Einteilung der Diese berucksichtigt neben
zuletzt 2016 aktualisiert [11]. Das bessere Verstandnis der Pathogenese der
biologisch sehr heterogenen AML findet sich in der neuen Klassifikation der WHO
wieder. Dadurch wird die Einteilung objektiver, reproduzierbarer und genauer. So

konnen u.a. Therapien zielgerichtet ausgewahlt werden [12].

Tab. 2: FAB-Klassifikation der AML nach Lowenberg et al. [13]

FAB-

o Bezeichnung Morphologische Kennzeichen Haufigkeit

MO0 AML mit minimaler Differenzierung | Unreife Blasten ohne Granulation 3%

M1 AML ohne Ausreifung Weniger als 10% reife Zellen 15-20%

rYR -
M2 AML mit Ausreifung >10.A; reife Zellen in der Myelopoese, 25-30%
weniger als 20% Monozyten
M3 APL 30% Promyelozyten 5.10%
M3v | Mikrogranuldre APL °
.. . Myeloische Zellen >20%, monozytare o

M4 Akute myelomonozytare Leukamie Zellen 20 — 80% 20%

M5a Akute Monoblasten-Leukéamie >80% der myeloischen Zellen sind 2.9

M5b Akute Monozyten-Leukamie Monoblasten bzw. Monozyten ?

Mé Akute Erythroleukamie >50% aller Zellen sind Erythroblasten 3-5%
Akute Megak I .

M7 Ut?. .ega aryoblasten Hochgradig pleomorphe Blasten 3-12%
Leukamie
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Tab. 3: WHO-Klassifikation nach Arber et al. [11].

AML mit spezifischen zyto- und molekulargenetischen Verdnderungen:
e AML mit (8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
e AML mitinv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
e APL mit PML-RARA
e AML mit t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
e AML mit (6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
e AML mitinv(3)(q21.3926.2) oder (3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
e AML (megakaryoblastar) mit t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
e AML mit BCR-ABL1 (vorlaufige Entitat)
e AML mit verandertem NPM1
¢ AML mit biallelischen Veranderungen von CEBPA
e AML mit verandertem RUNXT (vorlaufige Entitat)
AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen
Therapieassoziierte AML
AML, nicht anders spezifiziert (NOS)
¢ AML mit minimaler Differenzierung
e AML ohne Ausreifung
e AML mit Ausreifung
o Akute myelomonozytare Leukamie
o Akute erythrozytare Leukamie
e Akute Megakaroyblastenleukamie
e Akute basophile Leukamie
¢ Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myelogenes Sarkom
Down-Syndrom-assoziierte myeloische Proliferationen
e Transiente abnormale Myelopoese
e Down-Syndrom-assoziierte myeloische Leukamie

1.2.2 Epidemiologie

Die AML kann prinzipiell in jedem Alter auftreten: rund 3,7 Erkrankungen pro
100 000 Einwohner pro Jahr kommen vor. Jedoch steigt die Inzidenz erheblich mit
zunehmendem Lebensalter auf 100 Erkrankungen pro 100 000 Einwohner Uber 70
Jahren [14]. Der Altersmedian der AML liegt bei etwa 72 Jahren. Aufgrund der
steigenden Lebenserwartung in der Bevolkerung ist somit auch mit einem Anstieg

der AML-Inzidenz zu rechnen [15].
1.2.3 Klinische Symptomatik

Bei der AML flhrt die GberschielRende Vermehrung eines unreifen Zellklons aus der

myeloischen Reihe zu einer Verdrangung des gesunden Knochenmarks, was zu
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Leukozytopenie, Thrombozytopenie und Anamie flhrt. Zunachst sind die Symptome
sehr unspezifisch: die Patienten beschreiben Mudigkeit und Abgeschlagenheit,
auch Kurzatmigkeit und Tachykardie konnen auftreten; diese Symptome sind
bedingt durch die Anamie. Fieberhafte Infekte sind Folgen der verminderten Anzahl
an Leukozyten. Durch die Thrombozytopenie kann es zu Blutungsereignissen wie
Epistaxis, Petechien oder Menorrhagien kommen. VergrofRerte Lymphknoten sowie
Hepato- und Splenomegalie kommen vor, sind jedoch typischer fur andere
Leukamie-Arten wie die akute lymphatische Leukamie (ALL) oder die chronische
myeloische Leukamie (CML) [7, 12]. Die Entwicklung der Symptomatik geschieht in
kurzer Zeit und rasant fortschreitend, sodass die AML unbehandelt in jedem Fall
zum Tode fuhrt [16].

1.2.4 Diagnostik

In der Diagnostik schlieBt sich an Anamnese, koérperliche Untersuchung und
Blutuntersuchung eine Knochenmarkpunktion zur Diagnosesicherung der AML an;
hier mussen mindestens 20% myeloische Blasten nachgewiesen werden,
Ausnahmen stellen hier die CBF-AML und die APL dar. Mit den so gewonnen Zellen

wird eine Vielzahl an Untersuchungen durchgefuhrt [12, 17].

Neben der Immunphanotypisierung gewannen seit 1980 auch zytogenetische
Analysen in der Diagnostik einen immer groReren Stellenwert. Bald stellte sich
heraus, dass die AML durch zytogenetisch sehr heterogene Aberrationen
gekennzeichnet ist: so finden sich haufig numerische Aberrationen wie Monosomien
oder Trisomien und auch strukturelle Veranderungen wie Inversionen und

Translokationen [12].

Seit den 2000er Jahren finden auch molekulargenetische Analysen bei AML-
Patienten immer mehr Einzug in die klinische Routinediagnostik. Bei 200
analysierten AML-Patienten wurden im Durchschnitt 5 rekurrente Mutationen pro
Patient gefunden. In je Uber 20% der Falle wurden Veranderungen in den Genen
fms like tyrosine kinase 3 (FLT3), Nucleophosmin 1 (NPM1), DNA-
Methyltransferase 3A (DNMT3A) oder Isocitrat Dehydrogenase 1/2 (IDH 1/2)
nachgewiesen. Auflerdem zeigte sich, dass eine AML-Erkrankung aus
verschiedenen Klonen und Subklonen bestehen und eine Veranderung der
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genetischen Identitdt der AML wahrend des Krankheits- und Therapieverlaufs

vorkommen kann [18-20].
1.2.5 Therapie und Prognose

Die Therapie der AML erfolgt im besten Fall an einem hamatoonkologisch

spezialisierten Zentrum und im Rahmen von Therapiestudien [6].

Grundsatzlich — im Falle einer intensiven Therapie mit kurativer Absicht — unterteilt
man die AML-Therapie in die Phase der Induktionstherapie mit dem Ziel einer
morphologisch kompletten Remission (CR) und die Postremissionstherapie. Durch

letztgenannte versucht man, die CR aufrechtzuerhalten [21].

Die Prognose der AML hangt vor allem vom Alter sowie von zyto- und
molekulargenetischen Veranderungen ab. Je alter die Patienten bei Erstdiagnose
sind, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit einer CR und desto hoher ist das
Risiko eines Rezidivs [12]. Bei Patienten unter 50 Jahren liegt die CR-Rate bei 70-
80%; in der Altersgruppe von 50 bis 75 Jahren erreichen nur 50-60% eine CR. Bei
Patienten Uber 75 Jahren liegt die CR-Rate nur noch bei 30-40%.

AML-Patienten unter 30 Jahren haben mit einem 5-Jahres-Uberleben von 60% eine
gute Uberlebenschance, bei Patienten (ber 65 Jahren sinkt die 5-Jahres-
Uberlebens-Wahrscheinlichkeit auf unter 23% [22, 23].

Aufgrund der schlechten Prognose ist haufig fur Patienten Uber 75 Jahren oder
Patienten mit schweren Komorbiditaten eine intensive, hochdosierte Therapie nicht
die Behandlung der ersten Wahl [23, 24]. In diesen Fallen ist meist eine rein
supportive Therapie oder eine weniger intensive palliative zytoreduktive
Behandlung der bessere Weg. Eine Therapieentscheidung sollte jedoch immer

individuell und patientenorientiert getroffen werden [25, 26].
1.3  Die Entitat der Akuten Megakaryoblastenleukamie

Die Akute Megakaryoblastenleukamie (AMKL) ist eine seltene AML-Unterform, die
auf die Proliferation unreifer Megakaryoblasten zurlickgeht. 1985 wurde die AMKL
als AML M7 in die FAB-Klassifikation aufgenommen und so erstmals genaue
Diagnosekriterien beschrieben [13]. In der WHO-Klassifikation von 2016 wird die
AMKL in der Gruppe ,AML, nicht anders spezifiziert* als eigene Entitat klassifiziert
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[11]. Die AMKL weist neben einer charakteristischen Morphologie einige
Eigenschaften auf, die sie klar von anderen AML-Formen abgrenzen: so geht sie
meist mit einer stark ausgepragten Knochenmarkfibrose einher. Dies flhrt zu
Schwierigkeiten in der Diagnosestellung, da Knochenmarkaspirationen haufig
frustran verlaufen, die einzige Moéglichkeit zur weiteren Diagnostik ist dadurch eine
Knochenmarkstanze [27, 28]. In der Immunophanotypisierung weisen die unreifen
Megakaryoblasten Positivitat fur die Marker CD41, CD42b und CD61 auf [29-31].

1.3.1 AMKL im Kindesalter

Mit 4-15% aller AML-Diagnosen ist die AMKL im Kindesalter keine seltene AML-
Form. Eine eigene Entitat, der auch in der WHO-Einteilung als ,Down-Syndrom
assoziierte myeloische Leukamie“ Rechnung getragen wird, stellt die AML bei
Kindern mit Trisomie 21, dem sogenannten Down-Syndrom (DS), dar. In 70% der
Falle ist die DS-assoziierte AML megakaryoblastisch differenziert [32, 33]. Nahezu
alle Falle von DS-AMKL treten in den ersten 5 Lebensjahren der Kinder auf [34].
Auch zytogenetisch hebt sich die DS-AMKL von der non-DS-AMKL bei Kindern ab,
denn sonst haufige Aberrationen wie t(8;21) oder inv(16) kommen bei der DS-AMKL
kaum vor. Insgesamt finden sich neben der konstitutionellen Trisomie 21 eher
unspezifische  zytogenetische Aberrationen [35]. Wenn AML-typische
Veranderungen wie die Monosomie 7 vorkommen, sind diese nicht wie Ublich mit
einer schlechten Prognose assoziiert [33]. Molekulargenetisch sehr typisch fur die
DS-AMKL sind Veranderungen des Gens Globin Transkriptionsfaktor 1 (GATA1) [33,
36]. Insgesamt ist die Prognose flr Kinder mit DS-AMKL mit 5-Jahres-
Uberlebensraten von 80% gut [36, 37].

Bei der Analyse von AMKL-Patienten im Kindesalter ohne DS zeigt sich ein
verringertes Gesamtuberleben sowie geringere CR-Raten im Vergleich mit anderen
kindlichen AML-Formen. In molekulargenetischen Analysen wurden chimare
Onkogene gefunden, die mit unterschiedlicher Prognose assoziiert waren. Eine
haufige und fur die non-DS-AMKL charakteristische zytogenetische Aberration ist
die Translokation t(1;22)(p13;q13) [37-40]. Ob diese Translokation mit einem
gunstigen oder ungunstigen Verlauf der AMKL assoziiert ist, ist nach wie vor nicht
eindeutig geklart [35, 36, 38]. Interessanterweise fand man auch in der nicht-DS-

Gruppe ein erhohtes Vorkommen von GATA 7-Mutationen und partieller Trisomie 21
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in den leukamischen Blasten; Patienten mit diesen Merkmalen zeigten ein besseres
Gesamtuberleben [31, 38].

1.3.2 AMKL im Erwachsenenalter

Mit nur 1% aller AML-Falle stellt die AMKL im Erwachsenenalter eine Raritat dar. In
der Literatur liegen verschiedene retrospektive Auswertungen dazu vor: es wurden
bisher insgesamt 4 Fallserien mit AMKL-Patienten beschrieben, die zwischen 1982
und 2011 behandelt wurden [30, 41-43] (Tabelle 4).

Tab. 4: Zusammenfassung retrospektiver AMKL-Fallserien.

. . Anzahl . CR med. OS 5-Jahres
Studie, Zeitraum % AMKL Besonderheiten (%) (Wochen) | OS (%)
GIMEMA-Studie, 2413603 e Chromosomale Veranderungen in
1982-1999, 0 6% 9 Pat., normaler Karyotyp bei 2 Pat. 50 40 10
Pagano et al [41] e e KM-Fibrose bei allen Pat.

ECOG-Studie, ° fur.8 Pat. zytogen.etlsche Analysen
20/1649 e bei 4 Pat. Aberrationen von
1983-1997, 50 41 n.a.
Tallman et al [42] 1,2% Chromosom 3
’ e KM-Fibrose bei allen Pat.
M.D. Anderson ) h'auflg sAML-Erkrankungen .
e viele Deletionen und Monosomien
Cancer Center, 37/1837
Chromosomen 3,5 und 7 43 23 n.a.
1987-2003, 2% . .
Oki et al. [30] e AMKL an sich als negativer
’ Prognose-Marker identifiziert
SEER-Analyse, 304/45564 | o AMKL an sich als negativer
1991-2011, Giri et . e n.a. 18 11
al. [43] 0,7% Prognose-Marker identifiziert

Zytogenetische Daten sind in den oben genannten Analysen unvollstandig und
molekulargenetische Untersuchungen fehlen weitestgehend. Die AMKL im

Erwachsenenalter ist also insgesamt noch schlecht charakterisiert.

Bezuglich der Therapie der AMKL bestehen keine klaren Empfehlungen. Die bisher
publizierten Daten zeigen ein schlechteres Gesamtiberleben bei ahnlichen CR-
Raten; daher besteht die Herausforderung darin, die Therapie nach der Remission
effektiv zu gestalten [29]. Eine Mdglichkeit der Post-Remissions-Therapie ist die
Stammzelltransplantation, fur die bisher nur Daten von 32 AMKL-Patienten, die in
den Jahren 1986 bis 2002 behandelt wurden, vorliegen. Der Stellenwert der
allogenen Stammzelltransplantation (allo-SZT) als Post-Remissions-Therapie bei
AMKL-Patienten ist noch nicht bestatigt [44].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Mit nur ungefahr 1% aller AML-Diagnosen stellt die AMKL des Erwachsenen eine
sehr seltene Untergruppe dar [45]. Bisher publizierte Daten sehen die AMKL selbst
als negativ prognostischen Faktor an [30, 43]. Im Gegensatz zur AMKL im
Kindesalter fehlt jedoch die zyto- und molekulargenetische Charakterisierung dieser
Subgruppe [39, 46]. Daher ist auch die Aussagekraft der bisher publizierten Daten
zur Prognose nur eingeschrankt verwertbar. Auch der Stellenwert der allogenen

Stammezelltransplantation in dieser Untergruppe ist nicht geklart.

In diesem Projekt sollte daher die Entitat der AMKL genauer und umfassender
charakterisiert werden. Wesentliche Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit waren
dabei

1) die Quantifizierung der Haufigkeit von histopathologischen Fehldiagnosen
und Analyse dieser Problematik,

2) die Erhebung der klinischen, zyto- und molekulargenetischen Daten zur
besseren Beschreibung der Patientengruppe,

3) die Auswertung der Uberlebensdaten und Bewertung der allo-SZT.
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2. Material und Methoden

2.1 Studienkollektiv und Einschlusskriterien

Das Studienkollektiv bestand aus Patienten, bei denen zwischen September 2000
und November 2016 eine AMKL diagnostiziert wurde. Der Groldteil der in die
Analysen eingeschlossenen Patienten wurde in Studien der AMLCG Studiengruppe
behandelt. Des Weiteren konnten Patienten aus dem AMLCG Register identifiziert
werden. Hier bestand eine enge Kooperation mit der AMLCG Studienzentrale in
Munster, welche die dokumentierten klinischen und genetischen Daten zur
Verfugung stellte. Darlber hinaus konnten einige Patienten aus der
Patientendatenbank des Instituts fur Pathologie und des Labors flr
Leukamiediagnostik des Klinikums der Universitat Mlinchen identifiziert werden. In
diesen Fallen erfolgte die Auswertung aus vorliegenden Patientenakten des

Klinikums der Universitat Minchen.

Kriterien fir den Einschluss in die Auswertungen waren das Vorliegen einer neu

diagnostizierten AMKL und ein Mindestalter von 18 Jahren.

In dieser retrospektiven Datenauswertung erfolgte ebenso die molekulargenetische

Charakterisierung anhand verfigbarer Knochenmarks- oder Blutproben.

Fir alle Patienten lag eine Einwilligung fur die Auswertung klinischer Daten vor. In
den Aufklarungsbégen der AMLCG 99 und der AMLCG 08 Studien sowie bei
Einschluss in das AMLCG Register willigten die Patienten in die Auswertung ihrer
klinischen Daten und genetischer Analysen ein. Patienten, die aullerhalb der
Studien behandelt wurden, willigten auf Formblattern des Labors fur
Leukamiediagnostik in die Auswertung der klinischen Daten und genetischer
Analysen ein. Fur Patienten, die in der AMLCG 04 Studie behandelt wurden, lag
keine Einwilligung fur genetische Analysen vor, weshalb bei diesen Patienten nur

klinische Daten ausgewertet wurden.

Flr dieses Projekt wurde ein Ethikvotum der Ethikkommission (Nr. 625-16) der

medizinischen Fakultat der LMU Munchen eingeholt.
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2.2 Datenschutz

Zur Gewahrleistung des Datenschutzes wurden personliche Daten nur auf den
internen Rechnern des Klinikums der Universitat Minchen gespeichert. Die

Auswertung der Daten erfolgte doppelt pseudonymisiert.
2.3 Ausgewertete Daten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden krankheitsbezogene Daten ausgewertet, die
innerhalb der verschiedenen Studien und im AMLCG Register erfasst wurden.
AuBerdem wurden zusatzliche Arztbriefe und Untersuchungsbefunde aus den
jeweils behandelnden Zentren angefordert. Bei den Patienten, die im Klinikum
GroRhadern behandelt wurden, wurde auf die Patientenakten des Klinikums

zuruckgegriffen. Tabelle 5 zeigt die erhobenen Parameter.
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Tab. 5: Ubersicht iiber die erhobenen Parameter.

Personliche Daten

Geschlecht
Alter bei ED

Gesundheitsbezogene Daten

Behandelnde Klinik
Vorerkrankungen

Krankheitsdetails

Datum der ED

AZ bei ED

Atiologie der AMKL
Extramedullare Manifestationen

Laborchemische Parameter
bei Diagnosestellung

Leukozytenzahl
Hamoglobinwert
Thrombozytenzahl
LDH-Wert
Quick-Wert
Blasten im KM

Spezielle Untersuchungsbefunde

Zytogenetik
Molekulargenetik
Zytomorphologie
Immunphanotypisierung
Histologie
Immunhistochemie

Details zum Krankheitsverlauf

Datum der CR
Datum des Rezidivs
Datum des Todes/letzten Kontakts

Therapiebezogene Details

Vorphase-Therapie
Induktionstherapie

Anzahl Induktionskurse
Induktionsergebnis
Post-Induktionstherapie
Datum der allo-SZT
Therapieschema allo-SZT
Ergebnis der allo-SZT
Komplikationen der allo-SZT
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2.4 Definitionen erhobener Parameter
2.4.1 Atiologie der AML

Atiologisch unterscheidet man die de novo AML von der sekundaren und therapie-
assoziierten AML. Die sekundare AML (sAML) entsteht auf dem Boden einer
anderen hamatologischen Grunderkrankung, z.B. eines myelodysplastischen
Syndroms. Weiterhin kann eine AML durch Chemotherapie oder Bestrahlung
entstehen, also therapieassoziiert ({AML) sein. Tritt die AML unabhangig von einer
Erkrankung des Knochenmarks oder einer toxischen Therapie auf, liegt eine

primare Form, auch de novo AML genannt, vor [47].
242 ECOG-Performance-Score

Der Allgemeinzustand von Patienten wird im klinischen Alltag anhand des Eastern

Cooperative Oncology Group (ECOG)-Performance-Scores erfasst (Tabelle 6) [48].

Tab. 6: ECOG-Performance-Score.

Grad | Aktivititsumfang

0 Normale, uneingeschrankte Aktivitat

1 Einschrankung bei korperlicher Anstrengung, aber gehfahig;
leichte korperliche Arbeit moglich

2 Gehfahig, Selbstversorgung moglich, keine Arbeitsfahigkeit;
kann mehr als 50% der Wachzeit aufstehen

3 Selbstversorgung nur begrenzt moglich;
uber 50% der Wachzeit an Bett oder Stuhl gebunden

4 Voéllige Pflegebedurftigkeit, keine Selbstversorgung maglich;
vollig an Bett oder Stuhl gebunden

5 Tod

2.4.3 Risiko-Klassifizierungen der AML

Verschiedene Forschungsgruppen und -netzwerke haben in den letzten
Jahrzehnten Analysen zur prognostischen Relevanz von zyto- und
molekulargenetischen Veranderungen in der AML veroffentlicht [49]. Hierdurch
konnten genetisch definierte Subgruppen mit unterschiedlicher Prognose
identifiziert und Empfehlungen zur Behandlung erarbeitet werden.



Material und Methoden 14

Das Medical Research Council (MRC) schlagt eine Risikostratifizierung vor, die
ausschlieBlich auf zytogenetischen Veranderungen beruht. Patienten mit definierten
zytogenetischen Aberrationen werden in drei prognostische Risikogruppen
unterteilt: gunstig, intermediar und ungunstig. Patienten mit normalem Karyotyp
werden der intermediaren Risikoklasse zugewiesen (Tabelle 7).

Als aberrant bezeichnet man einen zytogenetischen Befund, sobald eine
Abweichung — egal welcher Art - vom normalen Karyotyp vorliegt. Sobald jedoch
vier oder mehr nicht zusammenhangende strukturelle oder numerische

Aberrationen vorliegen, bezeichnet man den Karyotyp als komplex-aberrant [50].

Nach der MRC-Einteilung gilt ein Karyotyp als gunstig, wenn eine oder mehr als
gunstig klassifizierte Aberrationen vorliegen. D.h. auch bei Vorliegen einer
ungunstigen Veranderung erfolgt bei gleichzeitigem Vorliegen einer gunstigen

Veranderung die Einordnung in die gunstige Risikogruppe.

Tab. 7: Risiko-Klassifikation nach MRC. Modifiziert nach Grimwade, et al. [51].

Risikogruppe Genetische Aberrationen
Giinstig t(8;21)(922;922)

inv(16)(p13;922); t(16;16)(p13;922)
t(15;17)(922;921)

Intermediar Aberrationen, die weder als gunstig noch als ungunstig
gelten, inkl. normale Karyotypen
Ungilinstig Aberrationen 3q [auler 1(3;5)(q21~25;q31~35)]

inv(3)(q21926); (3;3)(921,926)

del(5q); add(5q); Monosomie 5

del(7q); add(7q); Monosomie 7

t(6;11)(q27;923)

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

Aberrationen 11923 [aulRer 1(9;11)(p21~22;923);
(11;19)(q23;p13)]

1(9;22)(q34;q11)

Aberrationen 17p; Monosomie 17

komplex-aberrante Karyotypen (4 oder mehr
nicht zusammenhangende Aberrationen)




Material und Methoden 15

Im Jahr 2010 verdffentlichte das European Leukemia Network (ELN) erstmals
Empfehlungen zur Diagnose und zum Management der AML [52]. 2017 wurden
diese Empfehlungen den neuesten klinischen und wissenschaftlichen
Erkenntnissen angepasst [53]. Diese umfassen neben zytogenetischen auch
molekulargenetische Veranderungen. Auch in dieser Einteilung werden die
Patienten in die Risikogruppen gunstig, intermediar und ungunstig eingeteilt
(Tabelle 8).

Tab. 8: Risiko-Klassifikation nach ELN (2017). Modifiziert nach Déhner et al. [53].

Risikogruppe Genetische Aberrationen

Giinstig 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) oder (16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDedrig (*)
biallelisch mutiertes CEBPA

Intermediar mutiertes NPM1 und FLT3-/TD"och (*)

Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-/TD"edrig (*)
(ohne genetische Aberrationen, die als ungunstig gelten)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A (**)

zytogenetische Aberrationen, die nicht als gunstig oder

ungunstig gelten

Ungilinstig (6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214; t(v;11923.3); verandertes
KMT2A

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(921.3926.2) / 1(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,
MECOM(EVI1)

-5 oder del(5q); -7; -17/abn(17p)

Komplex-aberranter Karyotyp, monosomaler Karyotyp
Wildtyp NPM1 und FLT3-ITD (*)
mutiertes RUNX1, mutiertes ASXL1 (***), mutiertes TP53

(*) niedrig = Mutant-Wildtyp-Allel-Quotient <0,5; hoch = Mutant-Wildtyp-Allel-Quotient = 0,5

(**) in Anwesenheit seltenerer als unglinstig eingestufter Aberrationen hat die Mutation t(9;11)(p21.3)(921.3;923.3) Vorrang;
d.h. sie gibt den Ausschlag fiir eine Einstufung in die intermediare Risikogruppe

(***) nur als ungiinstig einzustufen, wenn keine als glinstig eingestuften Aberrationen vorliegen, d.h. in Anwesenheit glinstiger

Veranderungen geben diese den Ausschlag fiir eine Einstufung in die glinstige Risikogruppe
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Als komplex-aberrant werden in der ELN-Klassifikation Karyotypen mit drei oder
mehr nicht zusammenhangenden Chromosomen-Aberrationen ohne das Vorliegen
einer der folgenden Translokationen oder Inversionen bezeichnet: t(8;21), inv(16)
oder t(16;16), 1(9;11), t(v;11)(v;q23.3), 1(6;9), inv(3) oder 1(3;3) oder AML mit BCR-
ABL1. Als monosomalen Karytoyp bezeichnet man das Vorliegen einer einzelnen
Monosomie, aufler X oder Y, assoziiert mit mindestens einer zusatzlichen

Monosomie oder strukturellen Chromosomen-Aberration.
2.4.4 Induktionsergebnisse und Therapieversagen

Zur Beurteilung des Ansprechens auf die Induktionstherapie und des
Therapieversagens wurden verschiedene Begrifflichkeiten anhand der von Cheson

et al. publizierten Kriterien verwendet [54]:

Eine vollstandige Remission (CR) liegt vor, wenn weniger als 5% Blasten im
Knochenmark, keine Blasten mit Auerstabchen und kein extramedullarer Befall
nachweisbar sind. Die absolute Neutrophilenzahl muss tber 1000/pl liegen, die
Thrombozytenzahl Uber 100 000/ul. Der Patient muss unabhangig von

Erythrozyten-Transfusionen sein.

Eine CR mit unvollstandiger Erholung der Blutbildung (CRi) liegt vor, wenn weniger
als 5% Blasten im Knochenmark, keine Blasten mit Auerstabchen und kein
extramedullarer Befall nachweisbar sind, aber weniger als 1000/ul Neutrophile oder
weniger als 100 000/ul Thrombozyten vorliegen. Dies entspricht somit einer

morphologisch kompletten Remission mit inkompletter Regeneration des Blutbildes.

Eine Persistenz der Leukamie, also ,resistant disease” (RD), besteht, wenn nach
der Therapie weiterhin mehr als 5% Blasten im Knochenmark, Blasten im

peripheren Blut oder extramedullare Manifestationen (EM) der Leukamie vorliegen.

Von einem Rezidiv der Leukamie spricht man, wenn nach Erreichen einer CR einer
der folgenden Punkte zutrifft: ein Anstieg der Blasten im KM lber 5%, das Auftreten
von Blasten im peripheren Blut oder das Auftreten einer extramedullaren

Manifestation.

Als Tod in der Induktion ist ein Tod unter der Induktionstherapie oder weniger als 7

Tage nach deren Ende ohne Erhebung des Induktionsergebnisses definiert.
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2.4.5 Uberleben

Das Gesamtlberleben (OS) wurde bei den Studienpatienten ab dem Tag der
Randomisierung in die jeweilige Studie berechnet [55]. Dieser Tag kennzeichnet
ublicherweise auch den Beginn der Induktionstherapie. Bei den Patienten aus der
Medizinischen Klinik Il des Klinikums Grof3hadern wurde das OS ab dem Tag des
Beginns der Induktionstherapie berechnet. Patienten ohne Ereignis wurden am

Datum des letzten Kontakts zensiert.

Das Rezidiv-freie Uberleben (RFS) wurde vom Datum der CR bis zum Eintreten
eines Rezidivs oder des Todes berechnet [55]. Patienten ohne Ereignis wurden am

Datum des letzten Kontakts zensiert.
2.5 Beschreibung der Studien und Therapien
251 AMLCG 99

In der AMLCG 99 Studie (ClinicalTrials.gov identifierNCT00266136) wurden 3375
Patienten mit neu diagnostizierter AML oder Hochrisiko-Myelodysplastischem
Syndrom (MDS) randomisiert [25]. Die Studie sollte Antwort auf verschiedene
Fragestellungen geben: das Hauptaugenmerk lag darauf, einen Unterschied
zwischen einer intensiveren Induktionstherapie im Vergleich zur Standardinduktion
zu untersuchen. Deshalb erhielten die Patienten des experimentellen Arms im
ersten Induktionszyklus das intensivere Schema TAD, im Standardarm wurde das
HAM-Schema (zur Erklarung s. Tabelle 9) verabreicht. Im zweiten Induktionszyklus
erhielten alle Patienten HAM [56].

Eine weitere Fragestellung der AMLCG 99 Studie bezog sich auf die Art der
Konsolidierungsstrategie: Patienten erhielten entweder eine allo-SZT oder eine
Konsolidierungschemotherapie [25, 57]. 21 der analysierten Patienten wurden in
der AMCLCG 99 Studie behandelt.

2.5.2 AMLCG 04

In der AMLCG 04 Studie (European Leukemia Trial Register
LN_AMLINT_2004_230) wurden 172 Patienten randomisiert. Es wurde untersucht,
ob durch eine zeitliche Dosisintensivierung der Induktionstherapie eine bessere

Wirksamkeit erreicht werden kann; den Patienten wurde das S-HAM-Schema als
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Induktionstherapie verabreicht. Bei diesem Schema wird mit zwei viertagigen
Induktionsblocken im Abstand von zwei Wochen behandelt [58]. Drei der
analysierten Patienten wurden in der AMLCG 04 Studie behandelt.

2.5.3 AMLCG 08

In der AMLCG 08 Studie (ClinicalTrials.gov identifier NCT01382147) wurden 396
Patienten randomisiert [59]. Im experimentellen Arm wurde den Patienten die
dosisintensivierte Induktionstherapie nach dem S-HAM-Schema verabreicht. Im
Standardarm wurde Patienten unter 60 Jahren TAD-HAM, Patienten Uber 60 Jahren
HAM-HAM als Induktionstherapie verabreicht. Patienten, die keine allo-SZT
erhielten, bekamen als Konsolidierungstherapie das TAD9-Regime [60].

Zwei der analysierten Patienten wurden in der AMLCG 08 Studie behandelt.
2.5.4 AMLCG Register

Das AML-Register der AML Cooperative Group besteht seit dem Jahr 2009.
Patienten, bei denen in den teilnehmenden Zentren eine AML diagnostiziert wird,
werden in diesem Register systematisch erfasst. So kdnnen auch auf3erhalb von
klinischen Studien Patientenfalle dokumentiert und nachbeobachtet werden. Die
Therapie der Patienten, die im AMLCG Register erfasst werden, erfolgt jeweils

individuell nach Vorgabe des behandelnden Arztes.

Insgesamt wurden 9 Patienten aus dem AMLCG Register analysiert: vier der
Patienten erhielten als Induktionstherapie S-HAM, ein Patient erhielt TAD-HAM und
ein weiterer eine Induktionschemotherapie nach dem 7+3-Schema [61]. Ein Patient
erhielt keine aggressive Induktionstherapie, sondern eine palliative zytoreduktive
Therapie mit Cytarabin. Bei zwei Patienten wurde eine primare allo-SZT
durchgefuhrt.

2.5.5 Medizinische Klinik lll des Klinikums der Universitat Miinchen

Drei der analysierten Patienten wurden auflerhalb des AML-Registers in der
Medizinischen Kilinik Il des Klinikums der Universitat Munchen behandelt und
erhielten Induktionstherapien nach Vorgabe des jeweils behandelnden Arztes. Einer

der hier behandelten Patienten erhielt das 7+3-Schema und ein zweiter eine
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palliative zytoreduktive Therapie mit Cytarabin. Bei dem dritten Patienten wurde

direkt eine primare allo-SZT durchgeflhrt.

Tab. 9: Verwendete Therapie-Schemata.

Schema Dosierung Tag Intervall
TAD/TAD-9
Cytarabin 100 mg/m? i.v. | Tag 142 kontinuierlich
100 mg/m? iv. |Tag3-8 alle 12 h
Thioguanin 100 mg/m? p.o. | Tag3 -9 alle 12 h
Daunorubicin 60 mg/m? iv. |Tag3-5 alle 24 h
HAM
Cytarabin 3000 mg/m?(*) | iwv. | Tag1-3 alle 12h
Mitoxantron 10 mg/m? iv. |Tag3-5 alle 24 h
S-HAM
Cytarabin 3000 mg/m? (*) | i.v. | Tag 1+2, 8+9 alle 8 h
Mitoxantron 10 mg/m? i.v. | Tag 3+4, 10+11 alle 24 h
7+3
Cytarabin 100 mg/m? iv. |Tag1-7 kontinuierlich
Daunorubicin 60 mg/m? iv. |Tag3-5 alle 8 h
PalliativeTherapie
Cytarabin 100 mg/m? i.v. | taglich mehrere Tage

(*) Patienten (iber 60 Jahre sowie Patienten aus dem AMLCG Register und dem Klinikum der
Universitét Miinchen erhielten i.d.R. nur 1000 mg/m? Ara-C.

2.5.6 Allogene Stammzelltransplantation

Bei der allogenen Stammzelltransplantation (allo-SZT) werden hamatologische
Stammzellen von einem Spender auf einen Empfanger transplantiert; Spender und
Empfanger sind hierbei nicht dieselbe Person. Beim Spender kann es sich entweder
um einen Familien- oder einen Fremdspender handeln [62]. Der Spender wird u.a.
durch Typisierung der Human Leukocyte Antigens (HLA)-Gene ausgewahlt. Dabei
handelt es sich um eine Gruppe von Genen, welche entscheidend fir die
Kompatibilitdt der Stammzellen von Spender und Empfanger sind. HLA-Identitat
kann nur bei verwandten Spendern vorliegen; bestimmte HLA-Genorte missen
hierbei komplett identisch sein [63, 64].

Kann kein HLA-identer Familienspender gefunden werden, so kann eine HLA-

kompatible Fremdspende in Betracht gezogen werden. Als HLA-kompatibel



Material und Methoden 20

bezeichnet man hierbei die Ubereinstimmung von mindestens 9 aus 10
bedeutenden HLA-Genloci [63].

Bei frustraner HLA-identer Familienspendersuche und HLA-kompatibler
Fremdspendersuche kann eine HLA-haplo(=halb)-idente Familienspende erfolgen;
dies bedeutet, dass die HLA-Gene zu 50% identisch sind [65]. Diese Konstellation

liegt z.B. bei Eltern und deren Kindern vor.

Vor der allo-SZT wird i.d.R. eine sog. Konditionierungstherapie durchgefuhrt: durch
die antineoplastische und immunsuppressive Wirkung einer direkt vor der
Transplantation durchgefihrten Chemo- und/oder Radiotherapie soll eine

AbstoRungsreaktion verhindert werden [66].
2.6 Materialgewinnung und Histopathologie
2.6.1 Knochenmarkstanzen

Es wurden nach Sichtung der klinischen Daten 42 Patienten fur dieses Projekt
identifiziert. Zur weiteren Sicherung der Diagnose, zum Vergleich der
histopathologischen Befunde und zur Praparation von gDNA wurden, soweit
maglich, die Knochenmarkstanzen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose angefordert. Es
konnten Knochenmarkstanzen von 25 Patienten aus 16 pathologischen Instituten in

ganz Deutschland identifiziert werden.

Von insgesamt 17 Patienten konnte keine Knochenmarkstanze untersucht werden:
bei 7 Patienten waren die Knochenmarkstanzen in den entsprechenden
pathologischen Instituten nicht mehr verfigbar und bei 3 Patienten befand sich auf
dem histopathologischen Praparat nicht mehr ausreichend Gewebe. Bei 7 Patienten
lagen keine Informationen dartuber vor, ob eine Knochenmarkstanze bei

Erstdiagnose durchgefuhrt wurde.
2.6.2 Histopathologische Untersuchungen

Um Gewebeproben unter einem Lichtmikroskop untersuchen zu kénnen, ist es
notwendig, dinne Schnitte mit speziellen Schneideinstrumenten, den Mikrotomen,
anzufertigen. Diese Schnitte sind etwa 5-20 ym dick und werden auf einen

Glasobjekttrager aufgebracht [67]
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Um verschiedene Komponenten auf den von Natur aus farblosen Geweben zu
unterscheiden, setzt man in der Histologie Farbemethoden ein. Die angewandten
Farbstoffe gehen je nach chemischen Eigenschaften Verbindungen mit bestimmten
Zellstrukturen ein und farben sie somit an [67]. Als Standardfarbung wurde der

Farbstoff Himatoxylin-Eosin (HE) verwendet.

Zur weiteren Untersuchung der Schnitte wurde die Immunhistochemie eingesetzt,
welche auf dem Prinzip der Antigen-Antikdper-Bindung basiert: antigene Strukturen
im Gewebe lassen sich mit Antikbrpern darstellen. Hier unterscheidet man zwischen
direkten und indirekten Methoden. Bei der direkten Methode werden die Molekule,
die fur die Farbreaktion verantwortlich sind — z.B. fluoreszierende Farbstoffe — direkt
an den Primarantikorper gebunden. Hingegen werden bei der indirekten Methode
chemische Reaktionen zwischengeschaltet [67]. Im Rahmen dieser Analysen
wurde die Avidin-Biotin-Komplex-Methode eingesetzt, wobei es sich um eine
indirekte Methode handelt [68].

Zur genaueren Charakterisierung und Identifizierung der Zellen wurden 5
gebrauchliche Primarantikorper verwendet:

CD42b, auch bekannt als Glykoprotein IB alpha, ist ein Rezeptor fur den von-
Willebrandt-Faktor sowie Thrombin [69]. Das Oberflachenprotein kommt auf
Thrombozyten, Megakaryoblasten und Megakaryozyten vor, welche der CD42b-
Antikérper entsprechend anfarbt. In der Pathologie wird dieser Antikérper zur
Diagnose der AMKL und zur Differenzierung der AMKL von der akuten Panmyelose
mit Myelofibrose verwendet [70].

Das Oberflachenprotein CD61, welches auch als Integrin beta 3 bekannt ist, bildet
mit verschiedenen anderen Oberflachenproteinen Rezeptoren flr unter anderem
Fibrinogen, Plasminogen, Prothrombin und den von-Willdebrandt-Faktor [71]. CD61
kommt auf Thrombozyten, Megakaryozyten, myeloischen Vorlauferzellen und
Endothelzellen vor; der Marker kann neben der AMKL-Diagnostik auch zur
Quantifizierung von Thrombozyten bei thrombozytopenen Patienten verwendet
werden [72].

Weiterhin wurde ein Antikorper gegen CD31 verwendet, welches auch als platelet
endothelial cell adhesion molecule (PECAM1) bekannt ist [73]. Dieses

Oberflachenmolekil spielt unter anderem eine Rolle in der inflammatorischen
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Leukozytenmigration und ist der sensitivste Marker flr Endothelzellen in
Paraffinschnitten [30, 71].

CD34 wird von hamatopoetischen Progenitorzellen und Endothelzellen exprimiert
[71]. CD34-Antikorper finden in der Hamatopathologie Anwendung zur
Blastenquantifizierung, werden u.a. jedoch auch in der Dermatopathologie und bei
der Untersuchung von Weichgewebstumoren verwendet [74].

Das Zinkfingerprotein GATA1 ist ein nuklearer Transkriptionsfaktor. Die GATA-
Faktoren spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung erythroider und
megakaryozytarer Vorlauferzellen. Der Antikdrper gegen GATA1 farbt Zellen der
erythroiden und megakaryozytaren Abstammungslinien sowie Mastzellen. Dieser
Antikorper wird u.a. in der Diagnostik der Differenzierung der AMKL sowie der
Erythroblastenleukamie verwendet [75]. Die genaue Bezeichnung der verwendeten

Antikorper zeigt Tabelle 10.

Tab. 10: Verwendete Antikorper.

Antikorper/Klone Hersteller
Hamatoxylin-Eosin Euromex
CD34/QBENnd/10 Cell Marque
CD42/SP219 Spring
GATA1/4F5 Cell Marque
CD31/JC70A Agilent

Bei der histopathologischen Beurteilung der Gewebeschnitte wurde eine
quantitative Einteilung der Retikulinfaserfibrose vorgenommen (Tabelle 11) [76].

Tab. 11: Einteilung der Retikulinfaserfibrose, modifiziert nach Thiele et al. [76].

Fibrosegrad | Beschreibung

0 vereinzelt eingestreute Retikulinfasern ohne Uberschneidungen,
entspricht normalem Knochenmark

lockeres Retikulinfasernetzwerk mit vielen Uberschneidungen,

1 ) -
v.a. perivaskular

diffuse, dichte Retikulinfaservermehrung mit ausgedehnten
2 Uberschneidungen, teils mit fokalen Retikulinfaserbindeln oder
fokaler Osteosklerose

diffuse, dichte Retikulinfaservermehrung mit ausgedehnten
3 Uberschneidungen mit ausgepragten Kollagenfaserblindeln,
oft assoziiert mit ausgedehnter Osteosklerose
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Fir vorliegende Arbeit bestand eine Kooperation mit dem Institut fir Pathologie der
medizinischen Fakultat der LMU Munchen: die histopathologischen Beurteilungen
und Auswertungen wurden von Prof. Dr. med. Hans-Peter Horny durchgefuhrt,
ebenso stellte er die Bilder und Dokumentation zur Verfugung (s. Ergebnisteil 3.3).
Die Bearbeitung der Knochenmarkstanzen, der Zuschnitt und die
immunhistochemischen Farbungen wurden von Mitarbeitern des Instituts fur

Pathologie durchgefuhrt.

2.7 Hochdurchsatz-Sequenzierung

Die in diesem Kapitel genannten Arbeiten wurden wie beschrieben im Labor fir
Leukamiediagnostik des Klinikums Grof3hadern von Dr. med. Hanna Gittinger,
Susanne Raab, Mitgliedern der Arbeitsgruppe Translational Leukemia Genetics und

medizinisch-technischen Assistenten des LFL durchgefihrt.
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2.7.1 Material

Tab. 12: Verwendete Gerate und Reagenzien.

Gerite Hersteller, Katalog-Nr.
Zentrifuge Heathrow Scientific
Thermomixer Eppendorf ThermoStat plus
Vortexer Life technologies Vortex-Genie 2

PCR-Thermocycler

Biometra

2100 Bioanalyzer Platform, Consumables

Agilent Technologies

Gel Electroph.Platform, Consumables

Agilent Technologies

MiSeq Next Generation Sequencer

[llumina Technologies

QIAmpMinElute® Columns

Qiagen, 57414

96-well plates

Applied Biosystems, N8010560

8-well striptubes

Agilent technologies, 470092

8-well stripcaps

Agilent technologies, 470096

12-well striptubes

Agilent technologies, 410082

12-well stripcaps

Agilent technologies, 4790086

Qbit2.0 Fluorometer

Life Technologies, Q32857

Qubit Assay Tubes Life Technologies, Q32856
DNA LoBindTubes Life Technologies, 0030108035
Reagenzien Hersteller, Katalog-Nr.

GeneRead DNA FFPE Tissue Kit

QIAGEN, 180134

Deparaffinization Solution

QUIAGEN, 719093

NGS FFPE QC Kit

Agilent Technologies, G9700A

Qubit dsDNA HS Assay Kit

Life Technologies, Q32850

Haloplex HS Kit,
Probe design Custom panel

Agilent Technologies, G9931B

Dynabeads My One Streptavidin T1

Life Technologies, 65601

Agencourt AM Pure XP Kit

BeckmanCoulterGenomics, A63881

High Sensitivity DNA Kit

Agilent Technologies, 5067-4626

MiSeq Reagent Kit V2

lllumina, MS102-2001

Nucleasefreies Wasser

Ambion, AM9939

Ethanol (100%)

10 M NaOH

19 M Tris-HCI (pH 8,5)
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2.7.2 DNA-Extraktion

DNA wurde aus peripherem Blut, Knochenmark oder aus Knochenmark-Stanzen
vor Therapieeinleitung gewonnen. Peripheres Blut und Knochenmark wurde nach
publizierter Methode aufbereitet [18].

Fir die Aufbereitung der Knochenmarkstanzen wurde das GeneRead DNA FFPE
Tissue Kit (Qiagen®, Hilden, Deutschland) entsprechend Protokollvorgaben

verwendet [77].
2.7.3 Sequenzierung

Es erfolgte eine amplicon-basierte, fir formalin-fixierte, paraffin-eingebettete
(FFPE) Proben optimierte Hochdurchsatz-Sequenzierung. Hierfir wurde ein zu
analysierendes Genset zusammengestellt, welches haufig in myeloischen
Neoplasien mutierte Gene und Gen-,Hotspots“ abdeckt (s. Anhang 7.3). Es wurde
entsprechend der Protokollvorgaben des Herstellers gearbeitet (Haloplex HS Kit,
Probe Design Custom Panel, Agilent Technologies) [78].

Die Anreicherung wurde mittels 2100 Bioanalyzer Platform und entsprechenden
Verbrauchsmitteln nach den Vorgaben des Agilent 2100 Bioanalyzer quantifiziert
[79].

Die Sequenzierung wurde auf einem MiSeq Next Generation Sequencer von
llluminaTechnologies durchgefuhrt. Die Auswertung der bei der Sequenzierung
generierten Daten wurde nach dem von Metzeler et al. publizierten Schema
durchgefuhrt [18].

2.7.4 Fragmentanalyse FLT3-ITD

Zur Bestimmung der FLT3-internal tandem duplication (FLT3-ITD)-Ratio wurde eine
FLT3-ITD-Fragmentanalyse entsprechend der publizierten Methode durchgefuhrt
[80].
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2.8 Software

Zur Aufbereitung und Speicherung der Daten wurden verschiedene Software-

Programme verwendet (Tabelle 13).

Tab. 13: Verwendete Software-Programme.

Programm Verwendung

Microsoft Word (Office 2016) Textverarbeitung

Microsoft Excel (Office 2016) Datenverarbeitung

EndNote (Version X8) Literaturverwaltung

InkScape (Version 0.92.4) Grafikerstellung

IBM SPSS Statistics 24 Statistische Datenanalyse

R (Version 3.4.1) Statistische Datenanalyse

IGV Browser (Version 2.4) Visualisierung der Sequenzdaten

2.9. Statistische Methoden

Die statistischen Analysen wurden mit den Programmen IBM SPSS Statistics 24
und R Version 3.4.1 durchgeflhrt [81, 82].

Die statistischen Vergleiche erfolgten mittels zweiseitigem t-Test und log-rank-Test.
Uberlebensanalysen (Gesamtiiberleben, Rezidivfreies Uberleben) wurden mittels
Kaplan-Meier-Schatzer berechnet.

Statistische Signifikanz wurde bei einem Wert p<0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse
3.1 Patientenselektion

Fir die vorliegende Arbeit wurden retrospektiv Patienten identifiziert, bei denen im
Zeitraum September 2000 bis November 2016 eine AMKL beschrieben wurde. In
den AMLCG Studien (n=4691) handelte es sich in 0,8% der Falle um eine AMKL
und im AMLCG Register (n=826) handelte es sich in 1,1% der Falle um eine AMKL.
Bei 10 Patienten der medizinischen Klinik Il des Klinikums Gro3hadern ergab sich
der Verdacht auf eine AMKL. So erfiullten zunachst insgesamt 53 Patienten die

beschriebenen Einschlusskriterien (s. Methodenteil 2.1).

Nach Evaluierung von Kklinischer Dokumentation, Laborergebnissen und
pathologischen Befunden wurden hiervon 11 Patienten ausgeschlossen. Bei 6
Patienten lag keine AML, sondern eine CML in Blastenkrise mit megakaryozytarer
Differenzierung vor. Vier Patienten erflllten die Kriterien fir ein MDS, jedoch nicht
fur eine AML. Bei einem anderen Patienten lag zwar eine AML, jedoch laut

Dokumentation keine megakaryozytare Differenzierung vor.

Im nachsten Schritt wurden, wenn vorhanden, aus den vorliegenden
Knochenmarkstanzen histologische Schnitte und immunhistochemische Farbungen
angefertigt. Nach deren Begutachtung durch Prof. Horny wurden weitere vier
Patienten aus den Analysen ausgeschlossen: bei drei Patienten lag zwar eine AML,
jedoch keine AMKL vor und in einem Fall handelte es sich um eine systemische

Mastozytose (MC) mit assoziierter hamatologischer Neoplasie.

Somit konnten die Datensatze von insgesamt 38 Patienten ausgewertet werden: 21
Patienten aus der AMLCG 99 Studie, drei Patienten aus der AMLCG 04 Studie, zwei
Patienten aus der AMLCG 08 Studie, 9 Patienten aus dem AMLCG Register sowie

drei Patienten aus dem Klinikum der Universitat Minchen (Abbildung 1).
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AMLCG Studien | |AMLCG Register Med. Klinik Ill
n=4691 n=826 n=10
0,8% AMKL 1,1% AMKL mit V.a. AMKL

v

Patienten mit AMKL Diagnose n=53 Ausschluss:
Evaluierung von n=6 CML
- klinischer Dokumentation —’ n=4 MDS
- Laborergebnissen n=1 AML
- pathologischen Befunden
1
keine histologische Ausschluss:
Knochenmarkstanze Untersuchung —jp n=3 AML
verfugbar Knochenmarkstanze n=1 MC
n=17 n=25

v y

endgultige Kohorte: n=38 AMKL Patienten

Abb. 1: Uberblick iiber den Prozess der Patientenselektion.

3.2 Patientencharakteristika

Das finale Patientenkollektiv umfasste 38 Patienten. Das mediane Alter lag zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose bei 58 Jahren und 34,2% waren Frauen. 66,7% hatten
einen ECOG-Score von 0 oder 1 und 33,3% einen ECOG von 2 oder 3. Es zeigte
sich zudem mit 39,5% ein hoher Anteil an sekundarer und therapieassoziierter
AMKL in dieser Kohorte: vor der AMKL-Diagnose lag bei 7 Patienten ein MDS und
bei 4 Patienten eine myeloproliferative Neoplasie (MPN) vor; fir einen Patienten
fehlten genauere Informationen zur Art der hamatologischen Vorerkrankung. Zwei
Patienten hatten vor der AMKL-Diagnose eine immunsuppressive Therapie mit
Methotrexat und ein Patient die Bestrahlung eines Karzinoms erhalten. Bei diesen
Patienten wurde die AMKL als therapieassoziiert gewertet. In 17,0% der Falle
wurden bei Diagnose der AMKL auch extramedullare Manifestationen dokumentiert.
Die mediane Leukozytenzahl (3,7 G/l) sowie der mediane Blastenanteil (37,5%)
waren eher niedrig.

Tabelle 14 gibt Auskunft Uber die klinischen und laborchemischen

Patientencharakteristika inklusive fehlender Werte.
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Tab. 14: Patientencharakteristika.

Variable n=38
Alter [Jahre]
Median 58
Verteilung 21-280
Geschlecht Anzahl (%)
weiblich 13 (34,2)
AML-Entstehungsform Anzahl (%)
de-novo AML 23 (60,5)
sAML 12 (31,6)
tAML 3(7,9)
ECOG-Performance-Status Anzahl (%)
0 10 (27,8)
1 14 (38,9)
2 10 (27,8)
3 2 (5,6)
fehlende Werte 2
Extramedullare Manifestation Anzahl (%)
Vorhanden 6 (17,0)
fehlende Werte 3
Leukozytenzahl [G/]
Median 3,7
Verteilung 04-87,7
fehlende Werte 2
Hamoglobin-Wert [g/dl]
Median 8,4
Verteilung 51-10,9
fehlende Werte 2
Thrombozytenzahl [G/]
Median 50,5
Verteilung 0,1-176,0
fehlende Werte 2
LDH [un
Median 3945
Verteilung 121,0 — 14696,0
fehlende Werte 3
Quick-Wert [%]
Median 77,0
Verteilung 42.0-107,0
fehlende Werte 6
Blasten im KM [%]
Median 37,5
Verteilung 20,0 -90,0

fehlende Werte

8
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3.3 Histopathologische und immunhistochemische Beurteilung
3.3.1 Morphologie

In dem untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich in allen Fallen ein stark
texturgestortes Knochenmark mit unterschiedlich starker Vermehrung blastarer,
zumeist atypisch anmutender Zellen. In allen Fallen zeigte sich eine hochgradige
Verminderung der normalen Hamatopoese. Auch konnte man ausnahmslos eine
Retikulinfaserfibrose feststellen, die jeweils unterschiedlich stark auspragt war (s.
Methodenteil, 2.6.2): 5 von 21 (23,8%) Patienten hatten eine Fibrose Grad 1, in 10
von 21 Fallen (47,6%) fand sich eine Fibrose Grad 2 und 6 von 21 Patienten (28,6%)
hatten mit Grad 3 eine sehr stark ausgepragte Retikulinfaserfibrose (Abbildung 2).
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Abb. 2: Darstellung der verschiedenen Fibrosegrade
A) KM-Histologie (HE-Farbung): Fibrose Grad |

B) KM-Histologie (HE-Farbung): Fibrose Grad |l

C) KM-Histologie (HE-Farbung): Fibrose Grad llI
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Rein morphologisch lieRen sich die histopathologischen Befunde in Formen der
AMKL mit und ohne Ausreifung einteilen. Ausreifung wurde definiert als
Vorhandensein von Megakaryozyten und anderen Reifungsstufen, anhand derer

man einen Verlauf von Blasten zu ausgereiften Zellen erkennen konnte.

In 10 von 21 Fallen (47,6%) handelte es sich um eine AMKL ohne Ausreifung und
in ebenfalls 10 von 21 Fallen (47,6%) um eine AMKL mit erhaltener Ausreifung
(Abbildung 3). In einem Fall konnte eine Einteilung aufgrund des nicht eindeutigen

Befundes nicht vorgenommen werden.

Abb. 3: Darstellung von AMKL mit und ohne Ausreifung
A) KM-Histologie (HE-Farbung): AMKL ohne Ausreifung
B) KM-Histologie (HE-Farbung): AMKL mit Ausreifung
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3.3.2 Immunhistochemie

Richtungsweisend fir die Diagnose AMKL sind immunhistochemische
Untersuchungen. Nach WHO-Definition kann nur bei Positivitat von mindestens
50% der blastaren Zellen flr einen der megakaryozytaren Marker CD42b oder
CD61 (s. Methodenteil 2.6.2) die Diagnose einer AMKL gestellt werden [11].

Wie oben erlautert wurden vier Patienten an dieser Stelle aus diesen Analysen
ausgeschlossen, da keiner der beiden megakaryozytaren Marker auf tber 50% der

blastaren Zellen positiv war.

In allen restlichen 21 untersuchten Knochenmarkstanzen waren die blastaren Zellen
positiv fir CD42b, in 18 von 21 (85,7%) stark positiv (Uber 50% der blastaren
Zellen).

In 19 von 21 (90,5%) Fallen farbten sich die blastaren Zellen mit CD61 an, in 15 von
21 (71,4%) war der gefarbte Anteil der blastaren Zellen tber 50%.

Bei 12 von 21 Schnitten (57,1%) waren Uber 50% der blastaren Zellen sowohl
positiv fur CD42b als auch fir CD61.

Weiterhin wurden Antikérper gegen CD31 und CD34 verwendet, die Endothelzellen
anfarben. In 20 von 21 Fallen (95,2%) farbten die Schnitte CD31 an, in 18 von 21
Schnitten (85,7%) war die Farbung stark ausgepragt (Uber 50% der Zellen).

In 14 von 21 Schnitten (66,7%) waren die Zellen positiv fur CD34, in 8 von 21
(38,1%) stark positiv.

Auf die Farbung mit dem GATA1-Antikorper als weiteren megakaryozytaren Marker

reagierten alle 21 Schnitte. In 18 von 21 (85,7%) war die Farbung stark positiv.

Tabelle 15 fasst die Ergebnisse aus morphologischer und immunhistochemischer

Beurteilung zusammen.
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Tab. 15: Ubersicht tiber die histologischen und immunhistochemischen Merkmale.

Pat- | Fibrose- Aus- Atio- | CD42b | CD61 | CD31 | CD34 | GATA
ID grad reifung* | logie ** ** > ** 1**
1 2 b de novo 2 2 2 1 2
4 2 de novo 1 2 2 1 2
5 2 n.a. de novo 1 2 1 2 2
13 3 a tAML 2 1 2 0 1
14 2 b de novo 2 0 0 0 2
17 3 b tAML 2 1 2 0 2
20 2 b de novo 2 2 2 1 2
21 1 a de novo 1 2 2 1 1
24 1 a sAML 2 2 2 0 2
26 1 a de novo 2 2 2 0 2
27 2 a sAML 2 2 2 0 2
28 3 a tAML 2 2 2 1 2
29 3 a sAML 2 1 2 0 2
30 2 a sAML 2 2 2 2 2
30 1 b de novo 2 0 2 2 2
32 1 b sAML 2 2 2 2 2
33 3 b de novo 2 2 2 2 2
34 3 a sAML 2 1 1 2 1
35 2 a de novo 2 2 2 2 2
36 2 b de novo 2 2 2 1 2
38 2 b sAML 2 2 2 2 2

(*) a = AMKL ohne Ausreifung, b = AMKL mit Ausreifung
(**) 0 = keine Anfarbung, 1 = Anfdrbung von <50% d. Zellen, 2 = Anfdrbung von >50% d. Zellen
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Abbildung 4 zeigt Beispiele der immunhistochemischen Farbungen. Alle Bilder (A-

D) stellen Beispiele fur eine stark positive Anfarbung der jeweiligen Marker dar.
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Abb. 4: Darstellung der immunhistochemischen Farbungen
A) KM-Histologie: AMKL ohne Ausreifung: CD42b-Farbung
B) KM-Histologie: AMKL mit Ausreifung: CD61-Farbung

C) KM-Histologie: AMKL mit Ausreifung: CD34-Farbung

D) KM-Histologie: AMKL mit Ausreifung: GATA1-Farbung
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3.4 Zytogenetik

Zytogenetische Untersuchungen stellen eine wichtige Saule der Initialdiagnostik bei
Patienten mit AML dar. Die zytogenetischen Auswertungen der Patienten aus den
AMLCG-Studien und dem AMLCG-Register wurden an den jeweils behandelnden
Zentren durchgefuhrt und aus den Studienaufzeichnungen bzw. Registerdaten
ubernommen (s. Methodenteil 2.3). Die zytogenetischen Untersuchungen der
Patienten aus der medizinischen Kilinik Il des Klinikums Grof3hadern wurden im

Labor fur Leukamiediagnostik (LFL) des Klinikums GroRhadern durchgeflnhrt.

In dem untersuchten Patientenkollektiv lagen fir 30 von 38 Patienten Informationen
bezuglich des Karyotyps vor. Bei 8 Patienten fehlten Angaben zur Zytogenetik, da
bei vier Patienten keine Informationen zur Zytogenetik vorlagen. In weiteren vier
Fallen waren keine Zellen in Teilung gegangen, weshalb die Untersuchung
technisch nicht durchgefliihrt werden konnte.

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse der zytogenetischen Untersuchungen in diesem

Patientenkollektiv.

Tab. 16: Angabe der vollstandigen Karyotypen.

Pat. | Karyotyp
47,XY,+i(1)(g10),dup(3)(921926),der(19)t(3;19)(q25;p13)[9)/ 47,XY,
+i(q10)(dup1)(911932),dup(3)(921926),der(19)t(3;19)(q25;p13) [6]
46,XX,inv(3)(9q21926) [17]/45,XX,inv(3)(921926),-7 [3]
46,XX,del(7)(q22) [20]
45,XY,der(7)del(7)(p15)del(7)(q11)[5]/45,XY,-7 [8]
45,XY,der(1)t(1;3)(923;7?),der(3)t(3;5)(p11;?)t(1;5)(?;?)t(1;16)(?;q15),
der(4)t(4;11)(q21;?),del(5)(q13934),der(6)t(6;11)(p25;?)t(6;11)(q11;7?),
del(11)(q14923),der(11)t(2;11)(?;p15),der(13)i(13)(q10)t(4;13)(925;q34)
t(1;13)(?;q34),der(15)t(6;15)(q11;915),-17 [13]/46, XY [3]
45,XY,der(2)t(2;15)(q37;911),i(5)(p10),inv(7)(p11931),
der(11)t(11;17)(923;921),-15,-17,+mar [18]/46,XY [2]

45,XX, 1(3;8)(926,924),-7 [20]

45,XX,inv(3)(q21q26),-7 [20]

46,XY [23]

46,XY,der(11)t(1;11)(q21;925) [12)/
46,XY,der(11)t(1;11)(q21;925)dup(1)(921942) [8]

1" 46, XY [15]

12 keine Zellen in Teilung
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13 keine Informationen vorliegend

14 46,XY,+1,der(1;7)(q10;p10) [20]

15 46, XY

16 keine Informationen vorliegend
44-45 XX,-4-5,+6,der(7)t(5;7)(q22;?),+der(8)(8;14)(q22;9?),-14,der(14)

17 t(14;18)(p11;911)t(5;14)(?;932)t(4;5),der(17)t(5;17)(?;p11)t(5;8),-18,
der(20)t(20;22)(q13;97?),der(21)amp(21)(g22),der(22)t(4;22)(?;q13)[cp]/46
XX[4]

18 46, XY

19 47,XX,+1,der(1;7)(q10;p10) [13])/48,XX,+1,der(1;7)(q10;p10),+21 [7]

20 46, XY

21 46, XX

22 47, XY, +1,der (1;7)(q10;p10) [4]/46,XY [8]

23 keine Informationen vorliegend

24 46, XY [20]

25 keine Zellen in Teilung

26 46,XX,+16,der(7;16)(q10;p10) [6]/46,XX [17]
48,XY,+8,+10,der(17)t(1;17)(?;p172)[31/38~48,XY,sl,-X,-3,4,+4,
der(4)(4pter->4921::7911->7q22::10911->10qter),der(4)t(4;6)

27 (q37;?p23)x2,der(6)t(6;7)(q13;?q22),-7,-7,der(7;10)(p10;p10),
der(9)t(4;9)(?;p27?),-12,-13,der(13)(q?),-17,der(17)(1?ter->1?::17p13-
>17927::67->67ter),-20,-20,-21,-22[cp4]/46,XY [6]

28 keine Zellen in Teilung
46,Y,der(X)t(X;8)(q17?;p271),ins(1;7)(921;7),1(3;21)(q26;922),t(4;6)(q?21;p
21),del(7)(q11),r(7)(?), der(8)(Xpter->Xp27?::8p2?1

29 ->8q21::X?->X?::8q273->8qter)[10]/45,Y,der(X)t(X;8)(q17?;p2?1),
t(4,6)(q?21;p21),-7,r(7)(?),der(8)(Xpter->Xp2?::8p2?71->8921::X?-
>X?::89273->8qter),del(20)(q11)[cp2]/46,XY [2]

30 49,XY,der(1)(9?qter->97?::1p2?->1q2?::7?->7?pter),
der(7)t(1;7)(p27?7;p173),+8,der(9)t(1;9)(927;q?13),+19,+21 [18]

31 46,XY,1(9;22)

32 43-44, XX, add(1)(p11),add(1)(q11),del(3)(q?),del(4)(p11),-5,-7,+8[9)/
add(11p),der(12)-15,add(16)(q?),-17,-20,+mar [22]

33 47,XX,t(3:3)(921;926),+8[13]/46,XX [9]

34 keine Informationen vorliegend

35 45, XX,-7 [16]/ 47,XY,+8 [3]1/46,XY [1]

36 47,XY,t(1;8)(921;921),dup(17)(q21),+19[81/48,sl,+8 [3]/46,XY [3]

37 keine Zellen in Teilung

38 46,XY [20]
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Nur 8 von 30 Patienten (26,7%) hatten einen normalen Karyotyp, wahrend 22
Patienten (73,3%) einen aberranten Karyotyp aufwiesen. Darunter wiesen 8
Patienten (26,7%) 4 oder mehr nicht zusammenhangende strukturelle oder

numerische Veranderungen auf (komplex-aberranter Karyotyp nach MRC).

Die Chromosomen 1, 3, 5, 7, 8 und 17 waren in dieser Kohorte am haufigsten von
strukturellen oder numerischen Veranderungen betroffen (Abbildung 5).

16 von 30 (53,3%) Patienten zeigten Veranderungen des Chromosoms 7, am
haufigsten eine Monosomie 7, del(7q) und/oder der(1;7)(q10;p10).

In 10 von 30 Fallen (33,3%) zeigten sich strukturelle Veranderungen des
Chromosoms 1 am g-Arm.

6 der 30 Patienten (20,0%) hatten eine Trisomie 8. Eine Monosomie 17 zeigte sich
in 4 der 30 Falle (13,3%). Eine Monosomie 5 und/oder del(5q) sowie
inv(3)/t(3;3)(921;926) waren jeweils in 3 von 30 Patienten (10,0%) vorhanden.

Aberration 1q
Trisomie

Verdnderung Chr. 1

andere Aberrationen

Veréinderung Chr. 3 _

inv(3)/1(3;3)(q21;926)*
Monosomie/del3g* ‘
andere Aberrationen

Verinderung Chr. 5 A

Monosomie/del(5q)*
andere Aberrationen

Veréinderung Chr. 7 _

Monosomie*
del(7q)*
der(1;7)q10;p10)*
andere Aberrationen

Verénderung Chr. 8 *

Trisomie
andere Aberrationen

Veranderung Chr. 17
Monosomie*
andere Aberrationen

10% 20% 30% 40% 50%
Vorkommen in Patienten

Abb. 5: Ubersicht tiber die haufigsten Chromosomenveranderungen. Es wird der Anteil der Patienten
angegeben, bei denen eine oder mehrere Verdanderungen am jeweiligen Chromosom vorlag.
*prognostisch ungiinstig nach MRC und/oder ELN
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In der Haufigkeitsverteilung lassen sich beim Vergleich der zytogenetischen
Aberrationen der 30 AMKL-Patienten mit einer unselektierten AML-
Patientenkohorte (5879 AML-Patienten von Grimwade et al.) einige Unterschiede
erkennen [51]: grundsatzlich auffallig ist der groRe Anteil an komplex-aberranten
Karyotypen in der AMKL-Kohorte (26,7% vs. 9,4%). Weiterhin weisen die AMKL-
Patienten im Vergleich sehr haufig eine Monosomie 7 (26,7% vs. 4,7%), eine
Trisomie 8 (20,0% vs. 9,3%) und deutlich weniger normale Karyotypen auf
(Abbildung 6).

50% 40% 30% 20% 10% 10% 20% 30% 40% 50%
normaler Karyotyp
komplex
Trisomie 8
Monosomie T |
Trisomie 21
Monosomie 17 o
del{7Tq)
Monosomie 35
Verdnderung 1q
inv(3)/t(3;3)(g21;q26))|

Abb. 6: Vergleich der zytogenetischen Aberrationen von 30 AMKL-Patienten (rechts) mit 5876 AML-
Patienten von Grimwade et al. (links) [51].

Einen Sonderfall stellen Aberrationen des Chromosoms 1q dar, welche in der
unselektierten Patientenkohorte in nur 1,4% der Falle vorkamen. Hingegen hatten
33,3% der AMKL-Patienten Aberrationen von Chromosom 1q. Hierbei handelte es
sich um insgesamt 6 Duplikationen, 3 Translokation, 1 Insertion und 1 komplexere
Aberration: Duplikationen des gesamten Arms von 1 wurden in 4 Patienten
identifiziert, Duplikationen der Abschnitte 1q11-32 und 1921-42 in jeweils einem
Patienten. 1g21 war die Bruchstelle von 2 Translokationen und einer Insertion. 1923

war die Bruchstelle einer Translokation (Abbildung 7).

Es waren keine der fur padiatrische AMKL typische Translokationen dokumentiert
und es ergab sich auch kein Hinweis fir eine hinsichtlich DS-AMKL &ahnliche
Zytogenetik: zwei Patienten (6,7%) wiesen eine Trisomie 21 in Kombination mit
anderen ungunstigen Markern auf und 3 Patienten (10,0%) mit komplex-aberrantem
Karyotyp hatten verschiedene Aberrationen des Chromosoms 21.

Ein Patient zeigte die Translokation t(9;22) ohne dokumentierten Hinweis auf eine
vorbestehende CML.
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44
4

Abb. 7: Zytogenetische Aberrationen auf Chromosom 1q. ldeogramm von Chromosom 1, das
strukturelle Zugewinne (Rechtecke) und Bruchstellen (Dreiecke) darstellt, die in der AMKL-Kohorte
auf dem langen Arm q identifiziert wurden. Das Ideogramm wurde mit der NCBI Genome Decoration
Page erstellt [83].
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3.5 Molekulargenetik

Es konnten in 26 Fallen molekulargenetische Daten mittels Amplikon-basierter
Hochdurchsatz Sequenzierung erhoben werden (s. Methodenteil 2.7). 47 Gene
bzw. Genregionen wurden hierbei untersucht. Im Median zeigten sich 3 Mutationen
(Spannweite 0-6) sowie 3 mutierte Gene (Spannweite 0-5) pro Patient.

Die am haufigsten von Mutationen betroffenen Gene waren ten-eleven translocation
2 (TET2) und Tumorsuppressor Protein 53 (TP53) in je 6 von 26 Patienten (23,1%)
sowie Januskinase 2 (JAK2) und Protein Tyrosin Phosphatase Non-Rezeptor Typ
11 (PTPN11) in je 5 Patienten (19,2%). Runt-related transcription factor 1 (RUNX1)
zeigte Mutationen in 4 Patienten (15,4%). Bei je 3 Patienten (11,5%) fand sich eine
Mutation in NPM1 und additional sex-comb like 1 (ASXL1). Bei einem Patienten
wurde eine Mutation in GATA1 nachgewiesen (Abbildung 8).

TET2
TP53
JAK2
WT1
DNMT3A
RUNXA1
PTPN11
FLT3
NPM1
ASXL1
STAG2
GATAZ2
EZH2
NRAS
KIT
SF3B1
SMC3
ZRSR2
IDH2
SRSF2
CEBPA
IDH1
U2AF1
SMC1A
U2AF2
CALR
MPL
GATA1
BRAF

lISEmaMmge
NPM1

I DNA-Methylierung
Transkriptionsfaktor
Spliceosom-Komplex
Chromatin-Meodifizierung

[ Cohesin-Komplex
Tumor-Supressoren

P sonstige

10% 20% 30%

Abb. 8: Anteil der Patienten mit Mutationen in Leukdmie-assoziierten Genen, die mittels
Hochdurchsatz Sequenzierung identifiziert wurden. Die Farbe der Balken fasst die Gene zu Gruppen
zusammen (s. Kasten rechts unten).
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Um darzustellen, welche Mutationen jeweils gemeinsam auftreten, werden
Ublicherweise sog. ,heatmaps” verwendet. Abbildung 9 bildet die am haufigsten von
Mutationen betroffenen Gene und ihr gemeinsames Auftreten ab; eine Saule steht

fur je einen Patienten.

TP53
TET2
WT1
JAK2
RUNX1
DNMT3A
PTPN11
NPM1
ASXL1
EZH2
STAG2
GATA2

Abb. 9: Darstellung der am haufigsten von Mutationen betroffenen Gene. Eine Saule steht fur je
einen Patienten (n=26).

In nur 2 von 26 Fallen (7,7%) fand sich FLT3-ITD, beide Male mit einer niedrigen
ITD zu Wildtyp Ratio (0,38 und 0,002); zwei Patienten mit normalem Karyotyp und
ein Patient ohne verfigbaren Karyotyp hatten eine NPM71-Mutation ohne
gleichzeitiges Vorliegen von FLT3-ITD. Bei keinem Patienten zeigten sich die
prognostisch gunstigen Mutationen von bi-CCAAT enhancer binding protein alpha
(bi-CEBPA).

Beim Vergleich der identifizierten molekulargenetischen Mutationen der 26 AMKL-
Patienten mit einer unselektierten Kohorte (664 AML-Patienten von Metzeler et al
[18]) finden sich einige Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung der Aberrationen
(Abbildung 10).

Auffallig ist das vermehrte Vorkommen der nach ELN 2017 prognostisch
ungunstigen TP53-Mutationen (23,1% vs. 9,5%) bei den AMKL-Patienten im
Vergleich zu der unselektierten AML-Kohorte. Auch findet sich eine Haufung von
Mutationen in JAK2 (19,2% vs. 1,0%) sowie TET2 (23,1% vs. 14,9%).

Im Vergleich zu den AML-Patienten wiesen die AMKL-Patienten wenige FLT3-
Aberrationen auf (11,5% vs. 39%). Auch Mutationen in NPM1 (11,5% vs. 33,3%),
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ebenso wie DNMT3A-Mutationen (15,4% vs. 31,5%) waren in der AMKL-Kohorte

vergleichsweise selten.

40% 30% 20% 10% 10% 20% 30% 40%

Abb. 10: Vergleich der Haufigkeit der gefundenen Mutationen von 26 AMKL-Patienten (rechts) mit
664 AML-Patienten von Metzeler et al. [18].

3.6 Risikoklassifikationen

Die MRC-Einteilung von 2010 beruht alleine auf den zytogenetischen
Veranderungen der Blasten (s. Methodenteil 2.4.3) [51]. Bei 8 Patienten konnte die
Einteilung nach MRC aufgrund fehlender Daten nicht erfolgen.

Nach der MRC-Einteilung hatte kein Patient eine chromosomale Aberration, die als
gunstig eingestuft wurde. Insgesamt 10 von 30 Patienten (33,3%) wurden in die
intermediare Risikogruppe eingestuft: neben 8 Patienten mit normalem Karyotyp
lagen bei zwei Patienten unspezifische Aberrationen vor. 20 von 30 Patienten
(66,6%) hatten zytogenetische Aberrationen, die nach MRC als unglnstig eingestuft
werden, davon hatten 8 Patienten einen komplex-aberranten Karyotyp [51].

Die in der Klinik gebrauchlichste Einteilung ist die von Déhner et al. publizierte ELN-
Klassifikation (s. Methodenteil 2.4.3) [53]. Diese Klassifikation schliet neben der
Zytogenetik auch molekulargenetische Marker ein. Bei 9 Patienten war die
Anwendung dieser Risikoklassifikation aufgrund fehlender Daten nicht mdglich. 20

der auswertbaren 29 Patienten (69,0%) wurden in die unglnstige, 6 von 29



Ergebnisse 43

Patienten (20,7%) in die intermediare Kategorie eingeteilt. Im Vergleich zur
Einteilung nach MRC wurden 3 Patienten (10,3%) mit normalem Karyotyp durch
das Vorliegen einer NPM1 Mutation ohne gleichzeitiger FLT3-ITD der gunstigen

Kategorie zugewiesen

Abbildung 11 zeigt einen graphischen Vergleich zwischen MRC- und ELN-

Risikoklassifikation.

ELN 2017

21,1%

| |fehlend
giinstig
intermediar
ungiinstig

Abb. 11: Risikoklassifikation nach ELN 2017 und MRC (dargestellt sind alle 38 Patienten der AMKL
Kohorte inkl. nicht auswertbarer Patienten).

23,7%

3.7 Behandlungsergebnisse
3.7.1 Induktionsergebnisse

Die AMKL-Patienten wurden unterschiedlich - je nach Studie, individuellen
Vorgaben und Behandlungsziel — therapiert (s. Methodenteil 2.5).

Initial erhielt ein Grofteil der Patienten (86,8%) eine klassische Induktionstherapie:
14 von 38 Patienten (36,8%) wurden nach dem Schema TAD-HAM behandelt, 9
Patienten (23,7%) erhielten HAM-HAM, 7 Patienten (18,4%) wurde das S-HAM-
Schema verabreicht und drei Patienten (7,9%) erhielten eine Therapie nach dem
Schema 7+3.

Bei insgesamt 5 Patienten wurde keine Induktionstherapie durchgefuhrt: bei 3
Patienten mit MDS in der Vorgeschichte war bereits eine allo-SZT geplant, weshalb
keine Induktionstherapie, sondern direkt eine allo-SZT durchgeflhrt wurde. Weitere
zwei Patienten erhielten aufgrund der palliativen Situation lediglich eine

zytoreduktive Chemotherapie mit Cytarabin.
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Elf der initial intensiv behandelten 33 Patienten (33,3%) erreichten nach der
Induktionstherapie eine komplette Remission, 3 eine CRi (9,1%), bei 13 Patienten
(39,4%) persistierte die AMKL und 6 Patienten (18,2%) starben, bevor ein
Induktionsergebnis erhoben werden konnte (s. Methodenteil 2.4.4, Abbildung 11).

Betrachtet man das Induktionsergebnis der AMKL Patientenkohorte nach ELN-
Risikogruppen getrennt zeigt sich Folgendes: 4 von 5 Patienten (80,0%) der
intermediaren Risikogruppe, jedoch nur 4 von 19 Patienten (21,0%) der ungunstigen
Risikogruppe erreichten eine CR/CRI. Eine Persistenz der AMKL zeigte sich in der
intermediaren Risikogruppe nur bei einem Patienten, wohingegen in der
ungunstigen Risikogruppe bei 10 von 19 Patienten (52,6%) eine Persistenz
dokumentiert wurde und 5 von 19 Patienten (26,3%) in der Phase der
Induktionstherapie verstarben. In der nach ELN 2017 guinstigen Risikogruppe (n=3)
erreichten die Patienten eine CR bzw. CRi. In der Gruppe der Patienten, bei denen
nicht ausreichend Informationen flr eine Zuordnung nach ELN 2017 vorlagen (n=7),
erreichten 4 Patienten eine CR/CRI, bei 2 Patienten persistierte die AMKL und ein

Patient verstarb wahrend der Induktionsphase.

ELN 2017 ELN 2017
gesamt . N
intermediar ungunstig
20,0% ‘. CR
CRi
persistierende AMKL
39 4% 52,6% Tod in der Induktion
n= 33

Abb. 12: Ergebnisse der Induktionstherapie
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3.7.2 Gesamtiiberleben

Das Gesamtuberleben in der Kohorte betrug im Median 228 Tage (95%
Konfidenzintervall (KI) 150-425 Tage) (Abbildung 13).

100

.Nl
ak

Gesamtiiberleben (%)
[4)]
o

25;
— : : :
0.
0 1000 2000 3000 4000 5000
Zeit (Tage)
Patienten unter Risiko (zensiert)
= 38 (0) 5(3) 3 (5) 2 (6) 2 (6) 1(7)

Abb. 13: Gesamtiiberleben in der Kohorte.Es zeigte sich kein weiteres Ereignis nach Tag 5000.
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Teilt man die intensiv behandelten Patienten nach der ELN 2017 Risikoklassifikation
ein, zeigt sich ein Uberlegenes Gesamtuberleben flr die intermediare Risikogruppe
verglichen mit der ungunstigen Risikogruppe. Das mediane Gesamtuberleben der
intermediaren Risikogruppe betrug 825 Tage (95% KI 228 — nicht erreicht), im
Gegensatz zu der Gruppe mit ungunstigem Risikoprofil mit einem medianen
Gesamtuberleben von 194 Tagen (95% KI 105 — 378) (p-Wert 0,072). Patienten, bei
denen eine Zuordnung zur ELN Risikoklassifikation aufgrund fehlender Parameter
nicht moglich war, hatten ein medianes Gesamtuberleben von 268 Tagen (95% K
73 — nicht erreicht) (Abbildung 14).

ELN 2017
100
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- 6 (0) 3(2) 3(2) 3(2) 2(2)
= 20 (0) 7 (0) 2(1) 1(1) 1(1)
= 7(0) 4 (0) 2(0) 2(0) 2(0)

Abb. 14: Gesamtiuberleben nach ELN 2017 Risikoklassifikation. Es zeigte sich kein weiteres Ereignis
nach Tag 1000. Patienten, die in palliativer Indikation zytoreduktiv behandelt wurden und Patienten
in der gunstige Risikogruppe nach ELN 2017 (n=3) sind aufgrund kleiner Fahllzahlen nicht
dargestellt.
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Teilt man die Patienten der AMKL-Kohorte entsprechend der MRC Klassifikation ein,
zeigt sich kein Unterschied im Gesamtuberleben zwischen der intermediaren und
ungunstigen Risikogruppe. Das mediane Gesamtuberleben in der intermediaren
Risikogruppe lag bei 228 Tagen (95% KI 118 — nicht erreicht) und in der ungunstigen
Risikogruppe bei 241,5 Tagen (95% Kl 150 — 415) (p-Wert 0,78). Patienten, die
aufgrund fehlender Informationen keiner Risikogruppe zugeordnet werden konnten,
hatten ein medianes Gesamtuberleben von 191 Tagen (95% Kl 26 — nicht erreicht)
(Abbildung 15).
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= 20 (0) 9 (0) 3(0) 2 (0) 2 (0)
= 7(0) 3(0) 2(0) 2 (0) 2(0)

Abb. 15: Gesamtuberleben nach MRC-Risikoklassifikation. Es zeigte sich kein weiteres Ereignis
nach Tag 1000. Patienten, die in palliativer Indikation zytoreduktiv behandelt wurden, sind nicht
dargestellt.
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Auch hinsichtlich des AMKL-Ursprungs zeigte sich kein Unterschied
Gesamtluberleben zwischen de novo- und s/t-AMKL-Formen. Patienten mit de novo-
AMKL hatten ein medianes Gesamtuberleben von 241 Tagen (95% Kl 180-825) und

Patienten

Gesamtuberleben von 263 Tagen (95% Kl 69 — nicht erreicht) (p-Wert 0,32)

mit sekundarer oder therapie-assoziierter AMKL ein medianes

(Abbildung 16).
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Abb. 16: Gesamtuberleben nach Ursprung der AMKL. Es zeigte sich kein weiteres Ereignis nach Tag
1000. Patienten, die in palliativer Indikation zytoreduktiv behandelt wurden, sind nicht dargestellt.
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3.7.3 Allogene Stammzelltransplantation

Vierzehn Patienten der Kohorte erhielten eine allo-SZT (Tabelle 17). Da es sich bei
diesem Patientenkollektiv vorwiegend um jungere Patienten mit gutem
Therapieansprechen und Allgemeinzustand handelt, ist diese retrospektive
Auswertung der Daten durch den klinischen Verlauf stark beeinflusst und

insbesondere im Vergleich zu den Patienten, die keine allo-SZT erhielten, verzerrt.

Im Median waren die Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation 52 Jahre alt
(Spannweite 36 - 73 Jahre).

Bei 5 von 14 Patienten (35,7%) wurde die allo-SZT in Remission durchgefluhrt, bei
ebenfalls 5 von 14 (35,7%) Patienten erfolgte die allo-SZT bei persistierender bzw.
rezidivierter AMKL. Bei drei von 14 (21,4%) Patienten mit einem MDS in der
Vorgeschichte wurde eine direkte allo-SZT durchgefuhrt. Fir einen Patienten liegen
keine Informationen Uber den Leukamie-Status zum Transplantationszeitpunkt vor.
Vier der 14 Patienten (28,6%) erhielten eine HLA-kompatible Fremdspende
(Erklarung s. Methodenteil 2.5.6). 8 Patienten (57,1%) erhielten eine
Stammzellspende von einem Familienmitglied, davon waren in funf Fallen Spender
und Empfanger HLA-ident und in zwei Fallen HLA-haploident. Bei drei Patienten
fehlen Daten zum HLA-Status bzw. Spender.

Nach der ELN-Risikoklassifikation 2017 wurden 7 der 14 transplantierten Patienten
(50,0%) der ungunstigen Risikogruppe zugeordnet. 3 von 14 Patienten (21,4%)
wurden der intermediaren Risikogruppe zugewiesen und ein Patient war in der
gunstigen Risikogruppe. Bei 3 Patienten war die Einteilung nach ELN aufgrund
fehlender Daten nicht moglich.

Das mediane Gesamtuberleben nach Transplantation betrug 366 Tage (95% Kl 142
— nicht erreicht). Die Zeit bis zum Rezidiv nach allo-SZT betrug im Median 189 Tage
(95% Kl 106 — nicht erreicht) und die kumulative Inzidenz eines Rezidivs nach

allogener Stammzelltransplantation lag bei 62,0%.

Far finf der 14 Patienten (35,7%) wurde nach der Stammzelltransplantation kein
Rezidiv dokumentiert, hierunter waren 3 Patienten mit einer Nachbeobachtungszeit
von mehr als 2 Jahren. Fur 8 von 14 Patienten (57,1%) wurde ein Rezidiv nach allo-
SZT dokumentiert, diese traten bei 7 der 8 Patienten innerhalb eines Jahres auf.

Bei einem Patienten fehlen Daten zum Verlauf nach der Transplantation.
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Tab. 17: Ubersicht und genauere Informationen iiber die allo-SZT-Patienten.

Pat- ';‘Illt:_rst;; AMKL-Status Spendertyp, Risikoeinteilung Rezidiv nach Iszlztictl,il\f :::;I
ID vor allo-SZT HLA-Status nach ELN 2017 allo-SZT
[Jahre] allo-SZT [Tage]
3 45 fehlend fehlend intermediar nein -
. Familie, . .
5 42 Remission HLA-ident ungunstig ja 106
. Familie, . L .
7 51 Remission HLA-Status fehlend ungunstig ja 156
. Familie, : .
9 53 Remission HLA-ident intermediar nein -—-
— Familie, . ,
17 43 Remission HL A-ident ungunstig ja 160
Rezidiv/ Familie, . .
19 41 Persistenz HLA-haploident ungunstig )2 701
Rezidiv/ Fremd,
22 55 Persistenz HLA-kompatibel fehlend fehlend B
25 39 direkte allo-SZT Familie, fehlend ja 352
HLA-ident J
. Fremd, . :
27 60 direkte allo-SZT HL A-kompatibel ungunstig ja 293
Rezidiv/ Fremd, . .
28 61 Persistenz HLA-kompatibel gunstig 12 189
30 73 Rezidiv/ Fremd, ungiinsti nein
Persistenz HLA-kompatibel 9 9
Rezidiv/ Familie, . L .
33 36 Persistenz HLA-ident ungunstig )2 37
34 66 Remission fehlend fehlend nein -
38 52 direkte allo-SZT Familie, intermediar nein -
HLA -haploident
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Vergleicht man das mediane Gesamtuberleben der Patienten, die eine allo-SZT erhielten,

mit denjenigen, die eine ausschliel3lich Chemotherapie-basierte Behandlung erhielten,
zeigt sich mit einem medianen Gesatmtuberleben von 366 Tagen (95% Kl 142 — nicht

erreicht) ein statistisch signifikant Uberlegenes Gesamtuberleben fur die allo-SZT-Gruppe

im Vergleich zu einem medianen Gesamtiberleben von 106 Tagen (95% Kl 71 — 270) bei

den nicht-Stammzelltransplantierten Patienten (p-Wert 0,006) (Abbildung 17).
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Abb. 17: Gesamtuberleben gerechnet ab dem Zeitpunkt der allo-SZT bzw.

ab Diagnose/

Behandlungsbeginn. Es zeigte sich kein weiteres Ereignis nach Tag 1000. 2 Patienten, die in palliativer

Indikation zytoreduktiv behandelt wurden sind nicht dargestellit.
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4, Diskussion

In dieser Arbeit wurden klinische, zyto- und molekulargenetische Daten von 38
Patienten mit AMKL erhoben, um die Patientengruppe mit dieser seltenen AML-
Unterform besser zu charakterisieren. AulRerdem erfolgte die Auswertung der
Uberlebensdaten und Bewertung des Stellenwerts der allo-SZT in der AMKL-
Therapie.

41 Diskussion der Methoden

Da es sich um eine retrospektive Studie handelte, ergeben sich Limitierungen, die
bei diesem Studiendesign nicht zu vermeiden sind. So fuhrten lucken- oder
fehlerhafte Dokumentation sowie fehlende Verfugbarkeit von Daten dazu, dass im
Rahmen des Selektionsprozesses zahlreiche Falle ausgeschlossen werden
mussten. Fur einige Patienten war es nicht moglich, den Todeszeitpunkt — oder
Informationen zum Uberleben — in Erfahrung zu bringen, sodass das Datum des
letzten Kontakts als Endpunkt herangezogen wurde. Dadurch kann die
Aussagekraft von Uberlebenszeitanalysen eingeschrankt sein.

Ebenso der Retrospektivitat geschuldet ist die Tatsache, dass bei 17 Patienten
keine Knochenmarkstanze und damit kein Material zur histologischen Evaluation
zur Verfugung stand. Einige Knochenmarkstanzen waren in den pathologischen
Instituten nicht verfligbar und in anderen Fallen war das Material schon
aufgebraucht. Von den 25 Patienten, deren Diagnose nochmals histologisch
gesichert wurde, wurden 4 ausgeschlossen. Fur die 17 Patienten ohne
Knochenmarkstanze konnte die histopathologische Diagnosesicherung nicht
stattfinden.

Von initial 53 identifizierten Patienten konnten nach Sichtung der Daten und
Beurteilung durch einen Referenzpathologen nur 38 Patienten in die Auswertungen
eingeschlossen werden. Durch die Verringerung der Fallzahlen sinkt zwar die
Aussagekraft von statistischen Vergleichen, Uberlebenszeitberechnungen und
genetischen Profilen; durch die strikten Einschlusskriterien und die Reevaluation

der Diagnosen wird die Qualitat der Gesamtdaten jedoch deutlich aufgewertet.

Aufgrund fehlender Einwilligungen fur genetische Analysen konnten bei 3 Patienten

aus der AMLCG 04 Studie nur klinische Daten ausgewertet werden. Bei den
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anderen Patienten wurde DNA flr die genetischen Analysen aus asserviertem
peripherem Blut, Material aus Knochenmarkaspirationen oder
Knochenmarkstanzen gewonnen (s. Methodenteil 2.7.2).

Knochenmarkstanzen sind ublicherweise in Paraffin eingebettet (sog. FFPE-
Material). Durch die Paraffineinbettung der Knochenmarkstanzen nimmt die DNA-
Qualitat ab und liegt in manchen Fallen sehr fragmentiert vor [84]. Weiterhin gibt es
einen Zusammenhang zwischen zunehmender Lagerungsdauer und abnehmender
Qualitat der DNA [85]. Die DNA-Extraktion musste bei diesen Proben teilweise
mehrmals wiederholt werden, um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Wo es
maoglich war, wurde deshalb zur DNA-Analyse asserviertes Material aus peripherem
Blut oder Knochenmarksaspirationen verwendet, bei 9 Patienten musste jedoch
DNA aus Knochenmarkstanzen gewonnen werden.

Durch die Anwendung eines fiur FFPE-Material optimierten DNA-
Extraktionsverfahrens war es moglich, trotz der geringen AMKL-Inzidenz ein
reprasentatives Studienkollektiv zu sammeln und die grote bisher publizierte

AMKL-Analyse mit genetischen Daten vorzulegen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv der Arbeit ist sehr heterogen. Mit einem medianen Alter von
58 Jahren (21-80 Jahre) sowie einem hdheren Anteil an mannlichen Patienten
(65,8%) ahnelt das Kollektiv dem anderer publizierter AMKL-Studien [30, 31, 43]. In
der Altersverteilung unterscheiden sich AMKL-Patienten nicht vom AMLCG-
Studienkollektiv, jedoch scheint bei der AMKL der Anteil an erkrankten Mannern
hoher als bei anderen AML-Formen zu sein [86]. Dies beschrieben auch schon

Tallman et al. in der Analyse aus der ECOG-Studiengruppe [42].

Extramedullare Manifestationen (EM) der AML werden in der Literatur generell bei
2-9% der Patienten beschrieben [87, 88]. Gehauft finden sich diese mit einem
Auftreten in 15,5% der Falle bei der core binding factor-AML (CBF-AML) [89].

Jedoch fand sich auch in dieser Kohorte mit einem Vorkommen von 17,0% bei
Erstdiagnose ein sehr hoher Anteil an EM. Das Auftreten von EM bei AMKL-

Patienten wurde in der Literatur bisher mit 8-10% beschrieben [41, 42].
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Eine der bei Patienten mit EM-AML in der Literatur am haufigsten beschriebenen
genetischen Aberrationen ist die Aberration 1(8;21)(q22;922), die mit einer
gunstigen Prognose einhergeht [53, 90, 91]. Diese Aberration ist eine der beiden
Veranderungen, die die CBF-AML zytogenetisch definiert [89].

Bezuglich der Prognose von AML-Patienten mit EM im Allgemeinen finden sich
unterschiedliche Angaben in der Literatur; Solh et al. beschreiben mit einem 5-
Jahres-OS von 20-30% eine im Vergleich zu non-EM-AML-Patienten schlechtere
Prognose von Patienten mit gleichzeitigem medullar und extramedullar
vorliegendem AML-Befall [92]. Bourlon et al. jedoch analysierten 303 AML-
Patienten, von denen 39 Patienten (12,9%) eine EM bei Erstdiagnose hatten; in den
Uberlebensanalysen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
EM-AML- und der non-EM-AML-Gruppe [93].

Bei 39,5% der Patienten in dieser Kohorte entwickelte sich die AMKL sekundar auf
dem Boden einer hamatologischen Vorerkrankung wie MDS, Polycythamia vera
(PV), essentielle Thrombozythamie (ET) oder therapie-assoziiert nach Bestrahlung
bzw. Chemotherapie in der Vorgeschichte. Eine Haufung dieser AML-Genese bei
AMKL-Patienten wird in der Literatur bereits beschrieben: Oki et al. untersuchten 37
Patienten mit AMKL und beschrieben eine sitAMKL-Rate von 78,4% [30]. Dastugue
et al. dagegen fanden eine ungewohnlich niedrige s/t-AMLKL-Rate von nur 9,5%,
maoglicherweise beeinflusst durch eine hohe Dunkelziffer an nicht diagnostizierten
Stoérungen, die der AMKL vorangehen (vgl. S. 55) [31]. Die haufigste einer AMKL
vorausgehende Erkrankung ist das MDS, was zu Beginn auch eine wichtige
Differentialdiagnose zur AMKL darstellt und initial haufig zu Verwechslungen fuhrt
[94]. Auch in dieser Kohorte mussten im Verlauf 4 Patienten ausgeschlossen
werden, bei denen nicht wie dokumentiert eine AMKL, sondern in Zusammenschau
der Befunde ein MDS vorlag. Diese stellt eine mogliche Ursache flr die niedrige s/t-
AMKL-Rate in dieser Kohorte dar.

Auffallig bei der Sichtung der klinischen Daten war die Haufung von Patienten mit
BCR-ABL-positiver CML in Blastenkrise, die eine megakaryoblastare
Differenzierung der Blasten aufwiesen. Diese waren in den Akten teilweise als
SAMKL mit CML als Primarerkrankung dokumentiert worden. Aufgrund der in diesen

6 Fallen vorbeschriebenen CML wurden diese Patienten jedoch in der Auswertung
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nicht berucksichtigt. Bereits in anderen publizierten Studien zeigte sich, dass die
Unterscheidung zwischen einer CML in megakaryozytarer Blastenkrise und einer
AMKL schwierig ist. Dastugue et al. und Duchayne et al. berichteten jeweils von
einem Patienten mit vorbekannter CML in ihren AMKL-Kohorten, die sie auch in die
Analysen einschlossen [31, 36]. Oki et al. berichtete von 3 Patienten mit AMKL und
Philadelphia-Chromosom ohne Hinweis auf CML in der Vorgeschichte [30].

In diesem Patientenkollektiv befindet sich ebenfalls ein Patient mit der Translokation
t(9;22) ohne dokumentierten Hinweis auf eine CML in der Vorgeschichte. Die CML
mit megakaryoblastarer Blastenkrise wurde haufiger in Einzelfallstudien
beschrieben, in denen auch diskutiert wird, ob es sich um eine AML mit Aberration
t(9;22) oder um eine CML handelt [95, 96]. Die von Oki et al. vorbeschriebenen 8%
BCR-ABL-positiven AMKL-Falle konnten in diesen Analysen nicht bestatigt werden;
es konnte sich um eine Verfalschung in der Literatur durch nicht vorbekannte CML-
Erkrankungen in megakaryozytarer Blastenkrise handeln, die rein morphologisch

nicht von einer AMKL unterschieden werden kénnen [30].
4.2.2 Histopathologische und immunhistochemische Beurteilung

Die Diagnosesicherung der AMKL stellt eine Herausforderung dar, da aufgrund der
haufig bestehenden ausgedehnten Retikulinfaserfibrose keine
Knochenmarkaspiration moglich ist. In diesem Patientenkollektiv zeigte sich bei
ausnahmslos allen Patienten eine Fibrose, welche in 76% der Falle ausgepragt
vorhanden war. Das haufige Vorkommen der Fibrose wird in der Literatur regelhaft
bei AMKL-Patienten beschrieben [30, 41, 42]. Eine Erklarung hierfir kann die
vermehrte  Produktion  aktivierender  Fibroblasten-Faktoren  durch  die

megakaryozytar differenzierten Blasten bei der AMKL sein [97].

Die histopathologischen Befunde in dieser Kohorte lief3en sich anhand der Blasten-
Morphologie in Formen der AMKL mit und ohne Ausreifung einteilen. Auch
Duchayne et al. teilten in ihren Analysen die AMKL-Patienten in vier Gruppen nach
Morphologie und Differenzierungsgrad der Blasten ein [36]. Diese Einteilung weist
Parallelen zur Einteilung des Referenzpathologen auf. Wie auch bei Duchayne et
al. konnte jedoch in dieser Kohorte kein Korrelat zu genetischen oder
prognostischen Faktoren gefunden werden; dies kénnte jedoch an den geringen

Patientenzahlen in den Studien liegen und sollte Gegenstand weiterer Studien sein.
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4.2.3 Zytogenetik

In dieser Studie wurden die vollstandigen Karyotypen von 30 Patienten analysiert.
Dies stellt die grofite je durchgefuhrte zytogenetische Analyse der AMKL beim
Erwachsenen dar. Nur 8 der Patienten (26,7%) hatten einen zytogenetisch
normalen Karyotyp. Weitere 8 Patienten (26,7%) hatten einen komplex-aberranten
Karyotyp nach MRC (4 oder mehr nicht zusammenhangende strukturelle oder
numerische Aberrationen) [51]. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der AMKL-
Literatur, wo in den wenigen bisher publizierten zytogenetischen Analysen ebenfalls
eine hohe Rate an komplexen Karyotypen bei erwachsenen AMKL-Patienten
gefunden wurde [30, 31]. Damit liegt der Anteil komplex-aberranter Karyotypen bei
der AMKL hoéher als bei anderen AML-Subgruppen [50]. Ebenso ist der Anteil der in
dieser Kohorte haufig gefundenen, prognostisch unglnstigen Aberrationen
Monosomie 5/del(5q), Monosomie 7/del(7q), Monosomie 17 wund inv(3)
inv(3)/t(3;3)(g21;926) hdher als in einer unselektierten Patientenkohorte (s.
Ergebnisteil 3.4, Abbildung 6) [51]. Diese Haufung negativer prognostischer
zytogenetischer Veranderungen kann ein moglicher Grund der schlechten
Prognose in vorliegender Kohorte sein. Aufgrund der kleinen Fallzahlen waren
jedoch keine differenzierten Analysen bezuiglich des Einflusses auf das Uberleben

moglich.

In dieser Kohorte am haufigsten von Aberrationen betroffen war Chromosom 7.
Duchayne et al. fanden vergleichbare Haufigkeiten der genannten Veranderungen
[36]. Die zytogenetischen Analysen von Oki et al. ergaben ein etwas haufigeres
Auftreten von Monosomie 7 [30].

In einer unselektierten AML-Kohorte zeigten sich Aberrationen von Chromosom 7
bedeutend seltener und waren mit einer schlechten Prognose assoziiert (s.
Ergebnisteil 3.4, Abbildung 6) [51].

Eine Besonderheit stellt die Aberration der(1;7)(q10;p10) dar, die zu einem Verlust
des langen Arms von Chromosom 7 (del7q) und zu einem Zugewinn des langen
Arms von Chromosom 1 fihrt (Trisomie 1q). Somit kann man diese Aberration als
Variante von del(7q) sehen, sie wird aber als eigenstandige, charakteristische
Aberration beim MDS beschrieben und ist sehr haufig mit einer RUNX7-Mutation

vergesellschaftet. Ob diese Aberration prognostisch auf andere Weise als del(7q)
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zu werten ist, wurde in der Literatur kontrovers diskutiert [98-100]. Ganster et al.
zeigten in einer Analyse von 116 MDS-Patienten, dass Patienten mit isolierter
Aberration der(1;7) eine bessere Prognose als andere Chromosom 7-Aberrationen
aufweisen und seltener in eine AML transformieren [101]. In der AML ist die

Aberration als sehr selten beschrieben und der prognostische Wert nicht geklart.

Dastugue et al. fanden — aquivalent zu vorliegenden Analysen — eine hohe Rate
komplex-aberranter Karyotypen sowie die haufig vorkommenden Aberrationen
Monosomie 7, del(7q) und Monosomie 5. Daher ist zu diskutieren, ob die AMKL
womoglich viel haufiger sekundar entsteht als dokumentiert oder bisher in der
Literatur angegeben. Man vermutet eine hohe Dunkelziffer an nicht diagnostizierten,
der AMKL vorausgehenden Stérungen, vor allem eine hohe Rate an MDS [31].
Diese Vermutung kann durch die vorliegenden zytogenetischen Analysen dieser
AMKL-Kohorte untermauert werden und kdnnte das schlechte Outcome bei AMKL-
Patienten zum Teil erklaren, da die AML mit MDS-verwandten Veranderungen eine

schlechtere Prognose aufweist [102].

Ein weiteres interessantes Ergebnis dieser Analysen ist die Haufung von
Aberrationen betreffend Chromosom 1q: 10 Patienten (33,3%) in dieser Kohorte
wiesen solche Veranderungen auf, die bei AMKL-Patienten nicht vorbeschrieben
sind und nur bei etwa 1% der unselektierten AML-Patienten vorkommen [51]. In
dieser Kohorte zeigten sich 6 Duplikationen, 3 Translokationen, eine Insertion und
eine komplexe Aberration an 1q. Insertionen und Bruchstellen lagen in dem Bereich
1921~1932 (s. Ergebnisteil 3.4, Abbildung 7). Unter anderem liegen die Gene ABL?2,
PRRX1, ARNT und MLLT11 in diesem Bereich, die laut dem Cancer Gene Census
der Cosmic Datenbank mit der Entstehung einer AML in Verbindung gebracht
werden [103]. Aufgrund dieses grofden Abschnitts, in dem neben den genannten
auch viele weitere Gene liegen, ist auf Grundlage der aktuellen Analysen jedoch
insgesamt keine Aussage uber die genaue genetische Entstehung oder

Begrindung der schlechten Prognose der AMKL zu treffen.

In der Literatur wurden Aberrationen von Chromosom 1q in BCR-ABL negativen
myeloproliferativen Neoplasien (MPN) sowie beim MDS bei Erwachsenen
beschrieben [104, 105]. In dieser AMKL-Kohorte lag jedoch nur bei 3 von 10

Patienten mit Aberration 1q eine sAMKL vor.
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Das Multiple Myelom stellt eine weitere Erkrankung dar, in der Aberrationen von
Chromosom 1g vorkommen; ein Zugewinn von Chromosom 1q ist mit einer
schlechten Prognose und frihzeitigem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert
[106, 107].

Aberrationen und Duplikationen von 1q wurden also bei anderen hamatologischen
Neoplasien als negativ prognostischer Marker identifiziert; dies kann ein Hinweis
auf eine genetische Ursache der schlechten Prognose der AMKL-Patienten sein.
Allerdings wurden aufgrund der kleinen Fallzahlen in dieser Subgruppe bislang
keine Auswertungen hinsichtlich des Uberlebens publiziert. Vorliegende Analysen

stellen die ersten Hinweise auf diesen Zusammenhang bei der AMKL dar.

Auch bei der AMKL im Kindesalter zeigen sich Aberrationen von Chromosom 1q.
Bei der kindlichen DS-AMKL sind diese deutlich haufiger als bei der kindlichen non-
DS-AMKL (16,0% vs. 2,0%) [108]. Silva et al. fanden bei 4 DS-AMKL-Patienten —
alle mit MDS in der Vorgeschichte — unbalancierte Translokationen von Chromosom
1q [109]. Bei Blink et al. kam die Aberration dup(1q) bei 14 von 358 (4,0%)
untersuchten DS-AMKL-Patienten vor und war mit einer guten Prognose assoziiert
[110]. Abschlie®end kann der prognostische Wert dieser Aberration aufgrund kleiner
Fallzahlen nicht geklart werden, Aberrationen von Chromosom 1q scheinen jedoch
eine Rolle in der Pathogenese der DS-AMKL zu spielen [109, 111].

Da die AMKL bei Kindern mit Down-Syndrom eine spezielle Untergruppe darstellt,
wurden Aberrationen betreffend Chromosom 21 auch in dieser Kohorte sehr genau
analysiert: nur 2 Patienten hatten eine Trisomie 21 mit weiteren prognostisch
ungunstigen Markern und bei 3 Patienten war Chromosom 21 in komplexe
chromosomale Aberrationen involviert. Somit gab es in diesen Analysen keinen
Hinweis darauf, dass Chromosom 21 eine Rolle in der Pathogenese der AMKL beim

Erwachsenen spielt.

In dieser Kohorte wurden zudem keine rekurrenten strukturellen Aberrationen wie
t(1;22)(p13;913) (RBM15-MKL1), t(11;12)(p15;p13) (NUP98-KDM5A),
inv(16)(p13924)(CBFA2T3-GLIS2) oder 11923 (KMT2A) identifiziert, welche haufig
in der kindlichen non-DS-AMKL gefunden werden [38]. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die kindliche AMKL eine biologisch differente Erkrankung als die AMKL

beim Erwachsenen darstellt.
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4.2.4 Molekulargenetik

Bei 26 Patienten wurden molekulargenetische Analysen durchgefihrt und 47 Gene
bzw. Genregionen untersucht. Die Haufigkeiten der gefunden Mutationen
unterscheiden sich teils stark von den von Metzeler et al. bei 664 unselektierten

AML-Patienten identifizierten Mutationen (s. Ergebnisteil 3.5, Abbildung 9) [18].

In den bisher publizierten AMKL-Analysen mit klinischen und zytogenetischen
Daten wurden kaum molekulargenetische Untersuchungen durchgefuhrt [30, 36,
41, 42]. McNulty et al. geben in einer 2019 veréffentlichten Ubersichtsarbeit
Einblicke in die Entwicklung der kindlichen AMKL, jedoch nicht in die Pathogenese
der AMKL beim Erwachsenen [112].

erwachsenen AMKL-Patienten in 3 Fallen die Mutation MPLW575L nachgewiesen

In einer anderen Analyse wurde unter 12

[113]. Malinge et al. untersuchten 39 AMKL-Patienten und konnten bei der Analyse
einzelner Exons Mutationen in den untersuchten Genen KIT, FLT3, JAK2, JAK3 und
MPL nachweisen; jedoch kamen diese Mutationen nur bei der kindlichen AMKL und
nicht bei den 8 untersuchten Erwachsenen vor [114]. Auch in vorliegenden Analysen

konnten keine MPL-Mutationen identifiziert werden.

De Rooij et al. fihrten Exom-Analysen bei 24 erwachsenen AMKL-Patienten durch
und fanden vor allem Mutationen in TP53, ASXL1, DNMT3A sowie in Genen des
Cohesin-Komplexes und von Splicing-Faktoren (s. Tabelle 18) [38]. Diese
Ergebnisse sind den Zahlen aus den vorliegenden Analysen sehr ahnlich.

Die vom allgemeinen AML-Kollektiv abweichende Mutationsverteilung kann an der
geringeren GrolRe dieses AMKL-Studienkollektivs liegen. Die Zahlen von de Rooij
et al. starken vorliegende Ergebnisse, sodass ein hoher Anteil prognostisch
ungunstiger Mutationen wie TP53 typisch fur die AMKL beim Erwachsenen zu sein

scheint.

Tab. 18: Vergleich von molekulargenetischen Analysen.

. Patienten Cohesin- Splicing-

Sl (>18 Jahre) Gene Faktor-Gene = A2 ERMIBS
Zegg]o” et i‘;t‘;“:t:';' 16.7% 16.7% 20,8% 16.7% 12.5%
X‘:S":if’e”de izt‘f‘e“:tzk' 23.1% 19.2% 23.0% 11,5% 15.4%
Ze[tfg;er et ﬁz‘t‘i 3':’;';1 14.0% 19,0% 9,0% 11,0% 31,0%
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Vor allem die hohe Rate an TP53-Mutationen in vorliegenden Analysen lasst sich
auch durch den grof3en Anteil an komplexen Karyotypen erklaren: fur 6 von den 8
Patienten mit komplex-aberrantem Karyotyp konnten molekulargenetische
Untersuchungen durchgefuhrt werden. 4 von ihnen hatten eine gleichzeitig
vorliegende TP53-Mutation. Dies deckt sich mit den Daten von Rucker et al., die bei
70% der AML-Patienten mit komplex-aberrantem Karyotyp eine TP53-Mutation
fanden. Diese Konstellation ging mit hoherem Alter, einer geringeren CR-Rate und

einem kurzeren Gesamtuberleben einher [115].

Mutationen im Gen GATA1 sind charakteristisch fur DS-assoziierte
myeloproliferative Stérungen und wurden in nahezu allen Fallen von kindlicher DS-
AMKL nachgewiesen [116]. Bei der non-DS-AMKL — egal ob kindlich oder im
Erwachsenenalter — kommen Mutationen von GATA1 mit 5-10% der Falle selten vor
[117]. Auch De Rooij et al. fanden GATA7-Mutationen bei lediglich 8 der 87
untersuchten Kinder mit non-DS-AMKL sowie bei einem der 24 untersuchten
Erwachsenen [38]. Es fand sich eine GATA1-Mutation bei einem Patienten, die nicht
vergesellschaftet mit Aberrationen von Chromosom 21 war. Diese Ergebnisse
unterstreichen erneut die genetischen Unterschiede zwischen non-DS-AMKL und
DS-assoziierter AMKL.

4.2.5 Risikoklassifikationen

Die Risikoeinteilung nach ELN veranschaulicht das ungunstige genetische
Risikoprofil in unserer Patientenkohorte (ungunstig: 68,9%, intermediar: 20,7%,
gunstig: 10,3%). Vergleicht man die ELN-Risikoeinteilung der unselektierten AML-
Kohorte von Metzeler et al. zeigt sich ein mehr als dreifach erhdhter Anteil an
Patienten mit ungunstigem Risikoprofil (21,0% vs. 68,9%) und im Gegenzug ein
stark erniedrigter Anteil von Patienten mit ginstigem Risiko (28,4% vs. 10,3%) in
der AMKL-Kohorte [18]. Aufgrund der bisher fehlenden molekular- und
zytogenetischen Analysen bei AMKL-Patienten ist an dieser Stelle kein Vergleich

mit publizierten Patientenkollektiven moglich.

Interessant ist auch ein Vergleich der MRC-Risikoklassifikation, die nur die
Zytogenetik berucksichtigt. Auch nach dieser Einteilung liegt in der AMKL-Kohorte

ein ungunstiges Risikoprofil vor (ungunstig: 70,0%, intermediar: 30,0%, gunstig:
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0,0%). In anderen AMKL-Publikationen zeigte sich ebenfalls eine hohe Rate an
ungunstigen zytogenetischen Aberrationen sowie viele komplex-aberrante
Karyotypen [29]. In der unselektierten AML-Kohorte haben zum Vergleich nur 20,0%
Patienten ein ungunstiges und 70,0% ein intermediares Risiko [18]. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die schlechte Prognose der AMKL-Patienten zu grofen
Teilen in dem extrem ungunstigen zytogenetischen Risikoprofil begrindet liegt,

denn die Zytogenetik wird als starker prognostischer Marker angesehen [118, 119].

Die AMKL-Analysen zeigen erneut, dass sich die Prognoseabschatzung durch die
Berucksichtigung der molekulargenetischen Veranderungen im Rahmen der ELN
2017 Einteilung im Vergleich zu der MRC Klassifikation verbessert. Dies
unterstreicht die Bedeutung der umfassenden genetischen Analyse von AMKL-

Patienten.
4.2.6 Therapien und Uberleben

In den bisherigen Studien lagen die CR-Raten von AMKL-Patienten bei 43-50% [30,
41, 42]. Somit zeigte unsere AMKL-Kohorte mit insgesamt 33,3% CR-Rate ein
schlechteres Therapieansprechen. Vor allem die hohe Rate an Patienten, bei denen
die AMKL persistierte, war auffallig. So persistierte nach der Induktionstherapie bei
10 von 19 Patienten (52,6%) der ungunstigen Risikogruppe nach ELN-Klassifikation
die AMKL, eine CR/CRi erreichten in dieser Risikogruppe nur 21,0% der Patienten
und 26,3% der Patienten verstarben in der Induktionstherapie. In der intermediaren
Risikogruppe persistierte die AMKL nur bei einem von 5 Patienten (20,0%),
wohingegen die restlichen 4 Patienten in dieser Gruppe (80,0%) eine CR/CRI
erreichten. Ein Patient war der gunstigen Risikogruppe nach ELN zugeordnet,
dieser erreichte eine CR/CRi nach der Induktionstherapie.

Der Grund flr diese Unterschiede im Therapieansprechen bleibt unklar, liegt aber
moglicherweise an einer Verzerrung durch die retrospektive Patientenauswahl
sowie an dem hohen Anteil der Patienten mit ungunstigem genetischen Risikoprofil
in vorliegender Kohorte. Da in den vorangegangenen Publikationen
molekulargenetische und oftmals auch zytogenetische Daten fehlen, lassen sich die

Patientenkollektive hinsichtlich ihres Risikoprofils nicht gut vergleichen.
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Hinsichtlich des Gesamtuberlebens sind diese Daten mit den bisher aus den Jahren
1982-2011 erhobenen Daten vergleichbar. Das mediane Gesamtiberleben von 33
Wochen liegt in dem bisher veroffentlichten Bereich von 18-41 Wochen [29, 30, 36,
41-43]. Somit ergibt sich also trotz schlechterer CR-Rate ein &ahnliches
Gesamtuberleben der AMKL-Patienten. Die Patienten, deren Daten in den
genannten Analysen ausgewertet wurden, waren im Zeitraum 1987 bis 2003
behandelt worden [30, 36, 41, 42]. Lediglich Giri et al. analysierten Patienten, die in
der weiten Zeitspanne von 1981 bis 2011 behandelt worden waren [43]. Das
Patientenkollektiv der vorliegenden AMKL-Analysen wurde in den Jahren 2000 bis
2016 mit einer AMKL erstdiagnostiziert; somit wurden unsere Patienten im Vergleich
zu den bisher verodffentlichen Analysen zum Grofdteil 20 bis 30 Jahre spater
behandelt. Ein denkbarer Grund fur das bessere Gesamtliberleben trotz
schlechterer CR-Rate in unserer Kohorte kann der medizinische Fortschritt Gber die
Jahre, die bessere Behandlung der Therapie-Nebenwirkungen sowie die

wachsende Bedeutung der allo-SZT sein.

In den vorliegenden Analysen liegt der Anteil der Patienten, die eine allo-SZT
erhielten, bei 36,8%; bei einem Vergleich der Patienten, die eine allo-SZT erhalten
hatten, mit denjenigen, die nur mit Chemotherapie behandelt wurden, zeigt sich ein
uberlegenes Gesamtuberleben fur die allo-SZT-Gruppe im Vergleich zu der non-
allo-SZT-Gruppe (medianes OS 366 vs. 106 Tage). Der Anteil an Patienten mit allo-
SZT im Patientenkollektiv der bisher veroéffentlichten Analysen liegt mit 4,2-13,5%
deutlich unter unserer Rate [30, 36, 41]. Aufgrund des geringen Anteils der allo-SZT-
Patienten kdonnen keine aussagekraftigen OS-Vergleiche zwischen der allo-SZT
und non-allo-SZT-Gruppe in diesen Kohorten erfolgen. Jedoch kénnte auch der
hohe Anteil an Patienten, die eine allo-SZT erhielten, ein Grund fir das bessere

Gesamtuberleben trotz schlechterer CR-Raten in vorliegenden Analysen sein.

Naturlich unterliegen diese Ergebnisse einer Verzerrung durch die retrospektive
Auswahl der Patienten, die transplantiert werden konnten: jene, bei denen eine allo-
SZT geplant war, aber nicht durchgefihrt wurde oder nicht durchgefuhrt werden
konnte, werden nicht in der Gruppe erfasst. Zudem wurden eher fittere, jingere

Patienten mit einer allo-SZT therapiert, welche im Vergleich zu alteren Patienten in
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schlechterem Allgemeinzustand ohnehin einen besseren Krankheitsverlauf haben
[30].

Die Rezidivrate nach allo-SZT lag mit 61,9% in diesem Patientenkollektiv sehr hoch;
Garderet et. al fanden bei 32 erwachsenen AMKL-Patienten nach allo-SZT eine
Rezidiv-Rate von 28,1 % [44]. In der Literatur werden in unselektierten AML-
Kohorten Rezidivraten von 15-20% in der gunstigen Risikogruppe nach ELN 2017
sowie Rezidivraten von 45-55% in der ungunstigen Risikogruppe nach ELN 2017
angegeben [53, 120, 121].

Bei Betrachtung der Ergebnisse zum Therapieansprechen und Uberleben wird
einem vor Augen geflhrt, wie schlecht die Prognose von AMKL-Patienten ist. Dies
liegt vor allem an der hohen Rate an primarem und sekundarem Therapieversagen
in dieser Kohorte, welches sich mit einem medianen rezidivfreien Uberleben von
189 Tagen (95% Kl 106 — nicht erreicht) auch nach allo-SZT zeigt. Nichtsdestotrotz
scheinen Patienten mit allo-SZT eine bessere Prognose gegenuber Patienten ohne
allo-SZT zu haben: kein Patient, der nur mit Chemotherapie behandelt wurde,

konnte eine langfristige Remission erreichen.

Giri et al. und andere sehen die AMKL als unabhangigen prognostischen Faktor an
[43]. Dies kann an vorliegenden Analysen nicht belegt werden; das schlechte
Therapieansprechen ist eher auf die gehauft auftretenden ungunstigen genetischen
Risikomarker zurlckzufuhren. Somit kann eine Konsequenz aus vorliegender
Studie sein, dass fur AMKL-Patienten mit unglnstigem Risikoprofil nach ELN 2017
eine direkte allo-SZT angestrebt werden sollte; das Erreichen einer Remission mit
reiner Chemotherapie als Behandlung ist fur diese Untergruppe sehr
unwahrscheinlich, die Todesrate wahrend der Induktionstherapie liegt hoch. Fur
Patienten der intermediaren Risikogruppe nach ELN 2017 oder fir Patienten mit
fehlenden genetischen Daten sollte eine allo-SZT in erster Remission angestrebt

werden.

Ein zentrales Element in der physiologischen Megakaryopoiese stellt der
Mechanismus der Endomitose dar; darin kommt wiederum dem Protein Aurora
Kinase A eine wichtige Rolle zu [122, 123]. Gegenstand neuerer

Forschungsprojekte ist die Induktion der terminalen Differenzierung und damit die
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Hemmung der Zellteilung durch Aurora Kinase A-Inhibitoren wie Dimethylfasudil
oder Alisertib [124, 125]. Eine klinische Phase | Studie zeigte fur den Wirkstoff
Alisertib bereits positive Ergebnisse: dieses bisher nicht zugelassene Medikament
fuhrte bei Patienten mit Myelofibrose zur Reduktion der KM-Fibrose und zur
Normalisierung von Megakaryozytenzahlen [126]. Es ware denkbar, dass solche

Wirkstoffe in Zukunft auch in der AMKL-Therapie Anwendung finden kdnnten.
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5. Zusammenfassung

Die AMKL ist eine seltene Unterform der AML und wird in einigen Fallstudien als
unabhangiger negativer Prognose-Faktor beschrieben [30, 43]. Informationen zu
zytogenetischen und molekulargenetischen Untersuchungen, welche prognose-
und therapieentscheidend sind, fehlen in den bisherigen Publikationen haufig. Um
diese Daten zu vervollstandigen und den Stellenwert der allo-SZT in der
Postremissionstherapie klarer zu charakterisieren wurden klinische und genetische
Analysen bei AMKL-Patienten durchgefuhrt.

Es wurden retrospektiv 38 Patienten mit AMKL untersucht, die in den AMLCG
Studien oder nach AMLCG-Protokollen behandelt wurden. Die zytogenetischen
Auswertungen zeigten eine Haufung von ungunstigen Prognose-Markern (68,9%
ungunstige Risikogruppe nach ELN) und einen hohen Anteil an strukturellen
Aberrationen von Chromosom 1q (33%). Fir die meisten Patienten wurde eine
amplicon-basierte Hochdurchsatz-Sequenzierung kodierender Bereiche von 47
Genen bzw. Gen-Abschnitten durchgefuhrt. Am haufigsten fanden sich Mutationen
von TP53, TET2, JAK2 (je 26%) und RUNX1 (15%).

Die CR-Rate in dieser Kohorte lag bei 33%, das mediane OS war 33 Wochen. Ein
Uberlegenes OS von 48 Wochen hatten Patienten, die eine allo-SZT als
Postremissionstherapie (n=14) erhalten hatten. Die Rezidivrate nach allo-SZT war
hoch (61,9%).

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass AMKL-Patienten eine
extrem schlechte Prognose aufweisen. Einerseits kann diese durch das ungtinstige
genetische Risikoprofil der Patienten erklart werden. Die grof3te Herausforderung
liegt im primaren und sekundaren Therapieversagen, welches sich auch noch nach
allo-SZT zeigt. Patienten mit allo-SZT scheinen eine Uberlegene Prognose zu
haben. Aufgrund dessen kann das Anstreben einer direkten allo-SZT fir Patienten
mit ungunstigem Risikoprofil nach ELN 2017 eine Konsequenz aus vorliegender
Studie sein; fur Patienten mit intermediarem Risikoprofil oder mit fehlenden
genetischen Daten sollte eine allo-SZT in erster Remission geplant werden.
AuRerdem ist eine gezielte, wirksame Posttransplantations-Therapie notwendig.
Hierfir werden neue therapeutische Optionen zur Verbesserung der Prognose

dieser AML-Unterform bengtigt.
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7.3  Ubersicht iiber analysierte Gene

Genbezeichnung | Koordinaten Genbezeichnung | Koordinaten
ASXL1_EX14 20:31022226-31024720 RAD21_EX5 8:117870592-117870697
BCOR_EX10 X:39922000-39922324 RAD21_EX6 8:117869507-117869712
BCOR_EX11 X:39921393-39921646 RAD21_EX7 8:117868886-117869010
BCOR_EX12 X:39916409-39916574 RAD21_EX8 8:117868406-117868527
BCOR_EX13 X:39914622-39914766 RAD21_EX9 8:117866485-117866707
BCOR_EX14 X:39913510-39913586 RUNX1_EX4B 21:36259141-36259393
BCOR_EX15 X:39913140-39913295 RUNX1_EX5 21:36252855-36253010
BCOR_EX16 X:39911363-39911653 RUNX1_EX6 21:36231772-36231875
BCOR_EX3 X:39937098-39937182 RUNX1_EX7 21:36206708-36206898
BCOR_EX4 X:39935708-39935785 RUNX1_EX8 21:36171599-36171759
BCOR_EX5 X:39931603-39934433 RUNX1_EX9 21:36164433-36164907
BCOR_EX6 X:39930891-39930943 SETBP1 18:42531710-42532150
BCOR_EX7 X:39930227-39930412 SF1_EX10 11:64535044-64535316
BCOR_EX8 X:39923590-39923852 SF1_EX11A 11:64534665-64534723
BCOR_EX9 X:39922862-39923205 SF1_EX12 11:64534373-64534551
BCORL1_EX3 X:129146916-129150199 |SF1_EX13 11:64533291-64533627
BRAF_EX11 7:140477792-140477875 |SF1_EX14B 11:64532862-64532990
BRAF_EX12 7:140481377-140481493 |SF1_EX1A 11:64545835-64545864
BRAF_EX15 7:140453076-140453193 |SF1_EX2 11:64543888-64544098
CALR_EX9 19:13054517-13054737 SF1_EX3B 11:64540903-64540977
CBL_EX7 12:119148456-119148557 | SF1_EX4 11:64537729-64537880
CBL_EX8 11:119148877-119149007 | SF1_EX5 11:64537437-64537525
CBL_EX9 11:119149221-119149423 | SF1_EX6 11:64536899-64537081
CEBPA 19:33792235-33793330 SF1_EX7 11:64536696-64536810
CSF3R_EX14 1:36933416-36933573 SF1_EX8 11:64536495-64536601
CSF3R_EX15 1:36933152-36933262 SF1_EX9 11:64535579-64535758
CSF3R_EX16 1:36932824-36932922 SF3A1_EX1 22:30752720-30752781
CSF3R_EX17 1:36931949-36932519 SF3A1_EX10 22:30735120-30735240
CSFR1_EX 5:149433623-149433797 |SF3A1_EX11 22:30734779-30735023
CSFR1_EX7 5:149452855-149453066 |SF3A1_EX12 22:30733680-30733886
DNMT3A_EX10 |2:25470897-25471131 SF3A1_EX13 22:30733016-30733169
DNMT3A_EX11 |2:25470451-25470628 SF3A1_EX14 22:30731642-30731742
DNMT3A_EX12 |2:25469911-25470037 SF3A1_EX15 22:30731457-30731527
DNMT3A_EX13 |2:25469480-25469655 SF3A1_EX16 22:30730584-30730684
DNMT3A_EX14 |2:25469020-25469188 SF3A1_EX2 22:30748941-30749061
DNMT3A_EX15 |2:25468880-25468943 SF3A1_EX3B 22:30742302-30742508
DNMT3A_EX16 |2:25468113-25468211 SF3A1_EX4 22:30740923-30741179
DNMT3A_EX17 |2:25467400-25467531 SF3A1_EX5 22:30738795-30738868
DNMT3A_EX18 |2:25467015-25467217 SF3A1_EX6 22:30738190-30738339
DNMT3A_EX19 |2:25466758-25466861 SF3A1_EX7 22:30737682-30737874
DNMT3A_EX20 |2:25464422-25464586 SF3A1_EX8 22:30736685-30736801
DNMT3A_EX21 |2:25463500-25463609 SF3A1_EX9 22:30736186-30736370
DNMT3A_EX22 |2:25463162-25463329 SF3B1_EX15 2:198267281-198267550
DNMT3A_EX23 |2:25461990-25462094 SF3B1_EX16 2:198266710-198266854
DNMT3A_EX24 |2:25459796-25459884 SF3B1_EX17 2:198266467-198266612
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DNMT3A_EX25 |2:25458567-25458704 SMC1A_EX1 X:53449442-53449549
DNMT3A_EX26 |2:25457139-25457299 SMC1A_EX10 X:53432704-53432888
ETV6_EX1 12:11803063-11803094 | SMC1A_EX11 X:53432426-53432604
ETV6_EX2 12:11905385-11905513 | SMC1A_EX12 X:53432178-53432323
ETV6_EX3 12:11992075-11992238 | SMC1A_EX13 X:53431945-53432081
ETV6_EX4 12:12006362-12006495 | SMC1A_EX14 X:53430710-53430825
ETV6_EX5 12:12022359-12022903 | SMC1A_EX15 X:53430499-53430604
ETV6_EX6 12:12037380-12037521 | SMC1A_EX16 X:53426512-53426652
ETV6_EX7 12:12038861-12038960 | SMC1A_EX17 X:53423393-53423537
ETV6_EX8 12:12043876-12043980 | SMCI1A_EX18 X:53423148-53423300
EZH2_EX10 7:148516689-148516779 | SMC1A_EX19 X:53421699-53421808
EZH2_EX11 7:148514970-148515209 | SMC1A_EX2 X:53441931-53442118
EZH2_EX12 7:148514315-148514483 | SMC1A_EX20 X:53410019-53410174
EZH2_EX13 7:148513777-148513870 | SMC1A_EX21 X:53409428-53409581
EZH2_EX14 7:148512599-148512638 | SMC1A_EX22 X:53409154-53409304
EZH2_EX15 7:148512007-148512131 | SMC1A_EX23 X:53407940-53408008
EZH2_EX16 7:148511052-148511229 |SMC1A_EX24 X:53407542-53407651
EZH2_EX17 7:148508718-148508812 | SMC1A_EX25 X:53407025-53407107
EZH2_EX18 7:148507426-148507506 | SMC1A_EX3 X:53441708-53441819
EZH2_EX19 7:148506403-148506482 | SMC1A_EX4 X:53440183-53440385
EZH2_EX20 7:148506164-148506247 | SMC1A_EX5 X:53439851-53440088
EZH2_EX21 7:148504739-148504798 | SMC1A_EX6 X:53438946-53439203
EZH2_EX3 7:148544275-148544390 | SMC1A_EX7 X:53438712-53438851
EZH2_EXA 7:148543563-148543690 | SMC1A_EX8 X:53436353-53436434
EZH2_EX5 7:148529727-148529842 | SMC1A_EX9 X:53435994-53436200
EZH2_EX6 7:148526821-148526940 | SMC3_EX1 10:112327576-112327589
EZH2_EX7 7:148525833-148525972 | SMC3_EX10 10:112342321-112342400
EZH2_EXS8 7:148524257-148524358 | SMC3_EX11 10:112343143-112343306
EZH2_EX9 7:148523547-148523724 | SMC3_EX12 10:112343600-112343720
FLT3_EX13-15 13:28608015-28608553 | SMC3_EX13 10:112343942-112344154
FLT3_EX16 13:28602307-28602436 | SMC3_EX14 10:112349364-112349466
FLT3_EX20 13:28592595-28592736 | SMC3_EX15 10:112349651-112349749
GATA1_EX1-2 X:48649455-48650638 SMC3_EX16 10:112350171-112350330
GATA1_EX3 X:48650720-48650885 SMC3_EX17 10:112350750-112350890
GATA1_EX4 X:48651569-48651714 SMC3_EX18 10:112352832-112352981
GATA1_EX5 X:48652190-48652581 SMC3_EX19 10:112356157-112356308
GATA2_EX1 3:128205636-128205884 | SMC3_EX2 10:112328697-112328771
GATA2_EX2 3:128204560-128205221 | SMC3_EX20 10:112357898-112358048
GATA2_EX3 3:128202693-128202858 | SMC3_EX21 10:112359413-112359570
GATA2_EX4 3:128200652-128200797 | SMC3_EX22 10:112360198-112360304
GATA2_EX5 3:128199852-128200171 | SMC3_EX23 10:112360781-112360888
GATA3 10:8097609-8115996 SMC3_EX24 10:112361396-112361642
HRAS_EX2 11:534203-534332 SMC3_EX25 10:112361725-112361936
HRAS_EX3 11:533757-533954 SMC3_EX26 10:112362233-112362423
IDH1_EX4 2:209113084-209113394 |SMC3_EX27 10:112362584-112362760
IDH2_EX4 15:90631810-90631989 | SMC3_EX28 10:112362943-112363048
JAK1_EX13 1:65313216-65313358 SMC3_EX29 10:112363990-112364060
JAK1_EX14 1:65312333-65312419 SMC3_EX3 10:112333466-112333503
JAK1_EX15 1:65311197-65311323 SMC3_EX4 10:112335095-112335161
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JAK2 9:5021978-5022223 SMC3_EX5 10:112337180-112337250
JAK2 9:5029773-5029916 SMC3_EX7 10:112338387-112338464
JAK2 9:5044393-5044530 SMC3_EX8 10:112340663-112340779
JAK2 9:5050676-5050841 SMC3_EX9 10:112341682-112341856
JAK2 9:5054553-5054894 SRSF2_EX1 17:74732882-74733050
JAK2 9:5055659-5055798 STAG2_EX10 X:123181205-123181355
JAK2 9:5064873-5065050 STAG2_EX11 X:123182856-123182928
JAK2 9:5066668-5066799 STAG2_EX12 X:123184037-123184159
JAK2 9:5069012-5069218 STAG2_EX13 X:123184972-123185069
JAK2 9:5069915-5070062 STAG2_EX14 X:123185166-123185244
JAK2 9:5072482-5072636 STAG2_EX15 X:123189979-123190085
JAK2 9:5073688-5073795 STAG2_EX16 X:123191717-123191827
JAK2 9:5077443-5077590 STAG2_EX17 X:123195075-123195191
JAK2 9:5078296-5078454 STAG2_EX18 X:123195622-123195724
JAK2 9:5080219-5080390 STAG2_EX19 X:123196753-123196844
JAK2 9:5080523-5080693 STAG2_EX20 X:123196967-123197055
JAK2 9:5081715-5081871 STAG2_EX21 X:123197699-123197901
JAK2 9:5089664-5089873 STAG2_EX22 X:123199727-123199796
JAK2 9:5090436-5090580 STAG2_EX23 X:123200026-123200112
JAK2 9:5090729-5090921 STAG2_EX24 X:123200207-123200286
JAK2 9:5122994-5123131 STAG2_EX25 X:123202415-123202506
JAK2 9:5126323-5126456 STAG2_EX26 X:123205000-123205173
JAK2 9:5126674-5126801 STAG2_EX27 X:123210183-123210321
JAK3_EX1 19:17955033-17955236 | STAG2_EX28 X:123211808-123211908
JAK3_EX10 19:17949979-17950112 | STAG2_EX29 X:123215231-123215378
JAK3_EX11 19:17949062-17949210 | STAG2_EX30 X:123217272-123217399
JAK3_EX12 19:17948731-17948882 | STAG2_EX31 X:123220398-123220620
JAK3_EX13 19:17947928-17948032 | STAG2_EX32 X:123224426-123224614
JAK3_EX14 19:17946723-17946870 | STAG2_EX33 X:123224705-123224814
JAK3_EX15 19:17945882-17946034 | STAG2_EX34 X:123227869-123227994
JAK3_EX16 19:17945370-17945540 | STAG2_EX35 X:123229223-123229299
JAK3_EX17 19:17943589-17943748 | STAG2_EX4 X:123156479-123156521
JAK3_EX18 19:17943318-17943527 | STAG2_EX5 X:123159691-123159768
JAK3_EX19 19:17942473-17942617 | STAG2_EX6 X:123164812-123164975
JAK3_EX2 19:17954576-17954719 | STAG2_EX7 X:123171378-123171473
JAK3_EX20 19:17942027-17942219 | STAG2_EX8 X:123176420-123176495
JAK3_EX21 19:17941302-17941439 | STAG2_EX9 X:123179015-123179218
JAK3_EX22 19:17940829-17941037 | TERC 3:169482388-169482910
JAK3_EX23 19:17937542-17937729 | TET2_EX10 4:106193712-106194085
JAK3_EX3 19:17954179-17954310 | TET2_EX11 4:106196196-106197686
JAK3_EX4 19:17953826-17953991 | TET2_EX4A 4:106155091-106158607
JAK3_EX5 19:17953115-17953429 | TET2_EXAC 4:106162487-106162596
JAK3_EX6 19:17952439-17952581 | TET2_EX5 4:106163982-106164094
JAK3_EX7 19:17952188-17952365 | TET2_EX6 4:106164718-106164945
JAK3_EX8 19:17951029-17951160 | TET2_EX7 4:106180767-106180936
JAK3_EX9 19:17950276-17950482 | TET2_EXS8 4:106182907-106183015
KIT_EX11 4:55593573-55593718 TET2_EX9 4:106190758-106190914
KIT_EX17 4:55599227-55599368 TP53_EX10 17:7573928-7574033
KIT_EX8 4:55589741-55589874 TP53_EX11 17:7572928-7573008
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KIT_EX9B 4:55592014-55592226 TP53_EX2 17:7579840-7579912
KRAS_EX2 12:25398199-25398328 | TP53_EX3 17:7579701-7579721
KRAS_EX3 12:25380159-25380356 | TP53_EX4 17:7579313-7579590
KRAS_EX4 12:25378527-25378733 | TP53_EX5 17:7578372-7578554
MPL_EX10 1:43814924-43815040 TP53_EX6 17:7578178-7578289
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