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Zusammenfassung

Einleitung: Die akute myeloische Leukamie ist eine aggressive maligne sich mit
der Zeit genetisch evolutionar anpassende Neoplasie, welche durch die klonale
Expansion fehlerhaft veranderter hamatopoetischer Stammzellen der myeloischen
Abstammungsreihe entsteht. Obwohl die meisten AML-Patient*innen nach
intensiver  Standardchemotherapie @ eine CR erreichen, zeichnen die
darauffolgenden Rezidiv- und Survivaldaten ein ungunstigeres Bild der Erkrankung.
Durch die 2017 veroffentlichte Risikostratifizierung des European Leukemia Net,
kénnen die neu gewonnen Erkenntnisse des seit einigen Jahren routinemafig
durchgefuhrten Next-Generation-Sequencing, in die klinische Praxis einflie3en,
indem jeder/jede Patient*in entsprechend seinem/ihrem individuellen genetischen
Profil in molekulare Subgruppen eingeteilt wird, welche, trotz starker genetischer
Heterogenitat innerhalb  derselben, eine genauere Risiko-Prognose des

Krankheitsverlaufs als vor der NGS-Ara, erlauben.

Ziele: Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine Qualitatssicherung
anhand von, an der Abteilung fur Hamatologie im Universitatsklinikum Graz
erhobenen Daten zum Gesamtiberleben und zu Remissionsraten von ebendort
behandelten Patient*innen, durchzufihren und mit einer lokalen Vorstudie und

internationalen Kohorten zu vergleichen.

Material und Methoden: Insgesamt wurden die Daten von 236 AML Patient*innen
der Klinischen Abteilung flir Hdmatologie am Universitatsklinikum Graz, bei welchen
im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde, via eines
computergestutzten Patientendatenarchivs erhoben und retrospektiv statistisch
analysiert. Im Besonderen wurde auf 138 Patient*innen, die mit einer hochdosierten
Polychemotherapie mit oder ohne darauffolgende Stammzelltransplantation

behandelt wurden, genauer eingegangen.

Ergebnisse: Die untersuchten Daten ergaben, dass im Gegensatz zu 79% der
intensiv therapierten Patient*innen, nur 10% dieser Patient*innen eine CR/CRIi
erreichten. Die 2-Jahresuberlebensdaten der gesamten Kohorte der 236
Patient*innen betrug 32%, der intensiv therapierten Patient*innen 48% und der
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nicht-intensiv therapierten Patient*innen 11%. Im Vergleich des 2 JahresUberlebens
der de-novo und der sekundar diagnostizierten Patient*innen, ergibt sich mit 54%
fir de-novo und 25% fur sekundar ein deutlicher Unterschied. Einem 2-
Jahresuberleben von 68% der in der ELN 2017 als gunstig stratifizierten
Patient*innen, stehen mit 49% der intermediar stratifizierten Patient*innen und mit

38% der ungunstig stratifizierten Patient*innen, klar schlechtere Werte gegenuber.

Konklusion: Im Vergleich zur Vorstudie aus dem Jahr 2008 lief3 sich eine deutliche
Verbesserung der Outcome Daten anhand unserer Kohorte feststellen. Trotz der
Limitation durch die teilweise geringe Fallzahl konnte eine weitgehende Bestatigung
internationaler Trends und der ELN-2017 im Sinne der Qualitatssicherung erzielt

werden.
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Abstract

Introduction: Acute myeloid leukemia is an aggressive malignant and over time
genetically evolutionarily adapting neoplasia that develops through clonal expansion
of mutated hematopoietic stem cells of the myeloid lineage. Although most patients
with AML reach CR after intense standard chemotherapy, the subsequent relapse-
and survival data paints a more adverse picture of the disease. Through the
publication of the risk-stratification by the European Leukemia Net in 2017, the
findings gained by implementing Next-Generation-Sequencing in clinical practice,

can be used appropriately.

Aims: The main target of this study was to conduct quality management with patient
data about overall survival and remission rates, gathered at the Division of
Hematology, Medical University of Graz and to compare this very data with a local
pre-study and international cohorts. Furthermore, the influence of different

parameters on the outcome was evaluated.

Material and Methods: Altogether the data of 236 AML patients of the Division of
Hematology at the Medical University of Graz, on whom a NGS was performed as
part of the diagnostic routine, was gathered, and statistically analyzed. The 138
patients that were treated with a high dose polychemotherapy with or without

subsequent stem cell transplantation were particularly closely investigated.

Results: The evaluated data implied that on the contrary to 79% of the intensively
treated patients, only 10% of these patients reached CR/CRIi. The 2-year-survival of
the entire cohort of 236 patients was 32%, of the intensively treated patients 48%
and of the non-intensively treated patients 11%. In comparison of the 2-year-survival
of de-novo diagnosed patients with 54% and secondary diagnosed patients with
25% a clear difference was seen. The 2-year-survival of 68% of the patients
stratified as favourable according to ELN 2017 was much better than 49% of the

patients stratified as intermediate and 38% of the patients stratified as adverse.

Conclusion: Compared to the pre-study from the year 2008 a distinct improvement
of the outcome data by reference to our cohort could be determined. Despite the
Xl



limitation through a partly low sample size an extensive confirmation of the
international trends and the ELN2017 in the sense of quality management could be

achieved.
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1. Einleitung - Akute myeloische Leukamie im

Erwachsenenalter

1.1. Definition

Bei der akuten myeloischen Leukamie handelt es sich um eine aggressive maligne
Neoplasie der hamatopoetischen Stammzellen der myeloischen
Abstammungsreihe, welche einen charakteristischen Entstehungsmechanismus
besitzt. Er beginnt mit der klonale Expansion einer einzelnen, fehlerhaft veranderten
hamatopoetischen ~ Stammzelle. Durch abnorme Differenzierung  dieser
Stammzellen entstehen unreife Vorlauferzellen, sogenannte Blasten, welche
proliferieren und anschlieRend das Knochenmark, das Blut und andere Gewebe
infiltrieren und sich ebendort ansammeln. Schlussendlich wird durch die Masse
dieser funktionslosen Zellen die normale Hamatopoese verdrangt, wodurch es zur
klinischen Prasentation der akuten Leukamie mit schweren Infektionen, Anamie und
Blutungen kommt. (1, 2)

1.2. Epidemiologie

Die AML ist die haufigste akute Leukamie im Erwachsenenalter. In den USA betragt,
basierend auf Daten der Jahre 2014-2018, die altersangepasste Inzidenz
4,3/100000/Jahr und die Sterberate 2,8/100000/Jahr. Die Erkrankung kann alle
Altersgruppen treffen, jedoch befindet sich die Mehrheit der Erkrankten im hdheren
Lebensalter. Das mittleres Erkrankungsalter bei Diagnosestellung betragt 68
Lebensjahre. (1, 3)

1.3. Klinische Prasentation

Patient*innen, welche an einer AML erkranken, auf3ern unter verstarkter Mudigkeit
zu leiden, welche die Alltagsfunktionalitat beeintrachtigt. Zusatzlich konnen
kognitive Beeintrachtigung, wie Schwierigkeit beim Erlernen neuer Informationen
und Probleme mit der Koordination der Feinmotorik auftreten. Diese kognitiven
Defizite entstehen durch die Leukamie selbst und nicht durch die Mudigkeit oder die
Anamie. (4) Die Anamie ist verantwortlich fir Symptome wie koérperliche Schwache

und Blasse.



Aufgrund der Thrombozytopenie oder aufgrund von disseminierter intravaskularer
Koagulation kommt es zu Blutungen, welche sich in Form von Menorrhagie,
gingivalen Blutungen, Epistaxis, Petechien oder Himatomen zeigen kénnen. (5)
Ein haufiger Grund flr das initiale Aufsuchen eines Arztes im Vorfeld der Leukamie
Diagnose sind auffallend haufige rezidivierende Infekte und verstarktie
Infektanfalligkeit des/der Patienten*in. Bei akuten Leukamien entsteht durch die
starke Knochenmarksuppression ein hohes Risiko fiir begleitende Infektionen. Oft
gehen diese mit erhohter Temperatur einher. Fieber stellt daher auch nach der
Diagnose einen Notfall dar, welcher, vor allem bei Neutropenie, umgehend und
aggressiv mit Breitband-Antibiotika behandelt werden muss. Die Interpretation von
Fieber bei akuten Leukdmien wird dadurch kompliziert, dass erhdhte Temperatur
bei einer Minderheit von Patient*innen ohne nachweisbare Infektion vorkommen
kann. Diese Fieberperioden klingen auch durch die Chemotherapie wieder ab. (6)
Die Leukaemia cutis, eine dermatologische Manifestation der AML, entsteht durch
Infiltration von malignen leukdmischen Zellen in alle Hautschichten und tritt vor
allem bei rasch progredienter Leukamie auf. (7)

Scharfe oder dumpfe Knochenschmerzen treten bei Erwachsenen mit AML selten,
bei Kindern haufiger auf und entstehen dadurch, dass das Knochenmark durch die
extreme Ansammlung von abnormen Leukozyten expandiert. Meist sind die langen
Knochen der Beine und Arme betroffen. (8)

Klinisch signifikante Lymphkontenschwellungen treten nur in bis zu 30% der
Patient*innen auf. Eine Spleno- oder Hepatomegalie ist bei Erwachsenen noch
seltener. (9)

Diagnostisch ergibt sich aus der klinischen Prasentation der AML das Problem, dass
eine individuell unterschiedliche Schwelle entsteht, ab wann die Entscheidung
getroffen wird einen Arzt aufzusuchen. Dies kann zu einer verzdgerten
Diagnosestellung und damit auch zu einem verzégertem Therapiebeginn flhren.
Auch wird dadurch die Unterscheidung zwischen einer de-novo AML und einer AML,
welche mit einer vorangehenden hamatologischen Erkrankung wie MDS assoziiert

wird, oft schwierig, wenn das MDS davor monate- oder jahrelang unentdeckt blieb.



1.4. Diagnostik der AML

Die Laboruntersuchungen des peripheren Blutes mit groRem Blutbild,
Differentialblutbild und Serum LDH stellen sowohl in der Erstdiagnostik als auch im
kompletten weiteren Krankheitsverlauf einen essenziellen Wert zur Einschatzung
des Gesundheitszustandes des/der Patienten/in dar.

Diagnosekriterien der AML:
Um eine AML diagnostizieren zu konnen muss der Anteil der myeloiden Blasten im
KM oder im PB = 20% betragen oder es muss eine spezifische abnorme Zytogenetik

vorliegen. (10)

Um ersteres festzustellen werden folgende Untersuchungsmethoden angewandt:

e Morphologie bzw. Differenzierung der Blasten: In diesem Untersuchungsschritt
geht es darum myeloische Blasten im untersuchten Material zu identifizieren.
Trotz dessen, dass die AML als eine Neoplasie der myeloischen Blasten definiert
ist, gib es Subtypen der AML, welche Blasten aus Vorlauferzellen der anderen
Zellreinen der myeloischen Reihe wie Monoblasten, Proerythroblasten,
Megakaryoblasten aufweisen. (10)

e Zahlen der Blasten: Um die Anzahl der zuvor identifizierten myeloischen Blasten
festzustellen weisen die Methoden der Immunphanotypisierung (FACS und
Immunhistochemie) die hoéchste Verlasslichkeit auf. Das manuelle Auszahlen
der Blasten spielt dabei eine untergeordnete Rolle. Aus dem Gesamtbild all

dieser Untersuchungen ergibt sich schlussendlich die Diagnose.

Ein = 20%iger Anteil an myeloiden Blasten im KM/PB wird nicht fir die Diagnose
einer AML bendétigt, wenn eine oder mehrere der folgenden zytogenetischen
Mutationen feststellbar sind: t(8;21)(922;922.1), inv(16)(p13.1922),
t(15;17)(q24.1;921.2). (11)

Die Diagnostik des AML-Subtyps erfolgt nach der Diagnose der AML und dient der
Klassifizierung, der Risikostratifizierung und somit auch der Auswahl der geeigneten
Therapie. Far diesen diagnostischen Schritt werden folgende

Untersuchungsmethoden angewandt:



Zytochemie: Die Zytochemie wurde initial fur die FAB-Klassifikation verwendet und

wurde Grofteils ersetzt durch die Immunphanotypisierung. Seither dient sie in

speziellen Fallen, wie beispielsweise zur Subklassifikation von ,AML, NOS* oder in

Fallen von ,AML with ambiguous lineage®“, um die myeloide Abstammung der Zellen

festzustellen. (10)

Immunphanotypisierung: Diese Untersuchung wird in allen Fallen einer akuten

Leukdmie verwendet, um die Herkunftslinie der Blasten zu identifizieren und kann

auf zwei verschiedene Methoden ausgefihrt werden.

Die Flow Zytometrie (FACS) stellt die erste Wahl zur Immunphanotypisierung
dar. Das Vorhandensein und die Expressionsstarke von sich an der Oberflache
von Zellen befindenden Antigenen, welche als CD (Cluster of differentiation)
bezeichnet werden, stellen den Immunphanotyp einer Zelle dar, welcher sowonhl
Hinweise zur Herkunft der Zelllinie als auch zum Ausmal} der Reife der Zelle
gibt. Leukamische Zellen weisen im Vergleich zu normalen Zellen spezielle
Veranderungen in ihrem Immunphanotyp, wie Absenz, Unter- oder
Uberexpression von Antigenen oder Expression von Antigenen einer anderen
Zelllinie, auf. (12)

Zusatzlich wird als zweite Methode zur Immunphanotypisierung die
Immunhistochemie eingesetzt. Der am haufigsten genutzte Blastenmarker bei
AML ist CD34, welcher nur in wenigen Subtypen der AML negativ ausgepragt
ist. (10, 12)

Die Zytogenetik gliedert sich in zwei Teilbereiche:

Eine Karyotypisierung bzw. Chromosomenanalyse untersucht die DNA der
Zellen in der Metaphase der Mitose. Normale Zellen haben generell einen
normalen Karyotyp (46,XX oder 46,XY), wahrend leukdmische Zellen eventuell
numerische oder strukturelle Chromosomenaberrationen aufweisen konnen. Die
Karyotypisierung stellt den Goldstandard der Zytogenetik der AML dar. Da
bestimmte subtile Aberrationen wie inv(16)(p13.1922) oder t(15;17) PML-RARA
eventuell bei einer Karyotypisierung unentdeckt bleiben, wird trotzdem oft

zusatzlich eine FISH durchgefihrt, da durch das gezielte Anfarben diese
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bestimmten  Aberrationen zum  Vorschein kommen konnen. Die
Chromosomenanalyse untersucht im Gegensatz zur FISH unspezifisch alle
Chromosomen. (12, 13)

Die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung stellt eine gezielte und schnelle Methode
zur Evaluierung der Zytogenetik dar und funktioniert durch eine Anfarbung von
bestimmten Loci auf Chromosomen, auf denen man Aberrationen vermutet.
AnschlieBend lassen sich im Fluoreszenzmikroskop die farblich markierten
Stellen als Chromosomenaberrationen erkennen oder nicht. Eine FISH kann
sowohl in der Interphase als auch in der Metaphase der Mitose ausgeflhrt
werden. (12, 13)

Molekulargenetik bzw. die Mutationsanalyse wird im Kapitel

,molekulargenetische Untersuchungsmethoden® beschrieben.

1.5. WHO-Klassifikationder AML

Die aktuelle WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2016 ist eine Uberarbeitung der im

Jahr 2008 publizierten Vorgangerversion. Die Erkrankung wird in folgende

Subtypen klassifiziert:

Die grolke Gruppe der ,AML with recurrent genetic abnormalities“ beinhaltet
zytogenetische und molekulargenetische Subgruppen, welche vor allem fur die
Risikostratifizierung von Bedeutung sind. (14, 15)

Die ,AML with myelodysplasia-related changes“ kommtin ca. 30 % der Falle vor.
Zu dieser Subgruppe zahlen Patient*innen mit sekundarer AML auf dem Boden
einer vorbestehenden Myelodysplasie (MDS, MDS/MPN) und Patient*innen mit
de-novo AML und Dysplasien oder bestimmten, mit MDS in Zusammenhang
stehenden zytogenetischen Veranderungen. Dadurch entsteht ein hoch
aggressiver Subtyp mit einem schlechten medianen Overall Survival von gerade
einmal 9-12 Monaten. (16)

» 1 herapy-related myeloid neoplasms® beinhaltet myeloide Neoplasien wie AML,
welche nach einer Chemo- oder Strahlentherapie auftreten, welche aufgrund
einer anderen nicht mit der AML zusammenhangenden vorhergehenden
Erkrankung  durchgefuhrt wurde. Die Anfélligkeit fur eine solche

Erkrankungsgenese kann durch Keimbahnmutationen vererbt werden, weshalb
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eine genaue Familienanamnese durchgefuhrt werden sollte. Ungefahr 10 % der
AML Patient*innen werden als t-AML klassifiziert. (14, 15, 17)

e Die Gruppe der ,AML, not otherwise specified” (NOS) schlie3t Falle mit ein,
welche die Kriterien der anderen Kategorien nicht erfillen. Es fallen immer
weniger Falle in diese Kategorie, da stetig neue Subtypen entdeckt werden. Die
Subklassifizierung innerhalb  dieser Gruppe ahnelt der, der WHO
vorhergehenden French-American-British (FAB) Klassifikation, welche erstmals
1976 veroffentlicht wurde.

e Das Myeloide Sarkom entsteht durch die extramedullare Proliferation von
Blasten von einer oder mehrerer myeloider Zelllinien. Es kann Uberall im Korper,
jedoch besonders in Haut, GI-Trakt, Lymphknoten und Knochen, auftreten.
Sollte ein Myeloides Sarkom bereits vor Auffalligkeiten im Blut oder
Knochenmark apparent werden, ist die Diagnose eines Myeloiden Sarkomes
synonym zur Diagnose einer AML zu sehen.

e Die Subtypen der Gruppe der ,Acute leukemias of ambiguous lineage“ zeigen
keinen klaren Nachweis einer Differenzierung entlang einer einzelnen Zelllinie.
Daher ist es nicht moglich sie einer zelllinien-orientierten Kategorie zuzuordnen.
Dazu gehodren akute Leukamien, welche keine zelllinien-spezifischen Antigene
(AUL, acute undifferentiated leukemia) oder Blasten mit Antigenen, welche aus
mehreren Zelllinien stammen (MPAL, mixed phenotype acute leukemia),
aufweisen.

(14, 15)

Tabelle 1: vollstandige Auflistung der AML Subtypen der WHO-Klassifikation 2016
adaptiert nach (14)

AML with recurrent genetic abnormalities

AML with 1(8;21)(922;922.1);RUNX1-RUNX1T1 -> CBF-AML

AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;g22);CBFB-MYH11 -> CBF-AML
APL with PML-RARA

AML with 1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

AML with 1(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP 214

AML with inv(3)(gq21.3926.2) or 1(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM

AML (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1




Provisional entity: AML with BCR-ABL1
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA

Provisional entity: AML with mutated RUNX1
AML with myelodysplasia-related changes

Therapy-related myeloid neoplasms
AML, not otherwise specified (NOS)

AML with minimal differentiation

AML without maturation

AML with maturation

Acute myelomonocytic leukemia

Acute monoblastic/monocytic leukemia

Pure erythroid leukemia

Acute megakaryoblastic leukemia

Acute basophilic leukemia

Acute panmyelosis with myelofibrosis

Myeloid sarcoma

Myeloid proliferations related to Down syndrome

Transient abnormal myelopoiesis

Myeloid leukemia associated with Down syndrome

Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm

Acute leukemias of ambiguous lineage

Acute undifferentiated leukemia

Mixed phenotype acute leukemia (MPAL) with t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
MPAL with t(v;11923.3); KMT2A rearranged

MPAL, B/myeloid, NOS

MPAL, T/myeloid, NOS

1.6. Risikostratifizierungder AML

Die aktuelle Zuordnung der AML Patient*innen zu prognostischen Gruppen wurde
vom European Leukemia Net (ELN) in Jahr 2017 veroffentlicht. Das ELN-Risiko
ergibt sich aus dem zyto- und molekulargenetischen Gesamtbild, welches aus dem

Vorhandensein einer Mutation im Kontext der An- oder Abwesenheit weiterer
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Mutationen entsteht. Die schlechteste Prognose weist die Kombination einer TP53

Mutation und eines komplexen Karyotyps, welcher durch drei oder mehr nicht

miteinander

zusammenhangende Chromosomenaberrationen mit bestimmten

Ausnahmen definiert wird, auf.

Patient*innenbezogene prognoserelevante Faktoren kommen in der ELN nicht vor.

Diese beinhalten den Allgemeinzustand, die Komorbiditaten und das Lebensalter,

wobei letzteres nicht als alleiniger Faktor flr eine adaquate Therapieentscheidung

herangezogen werden darf. (18)

Tabelle 2: Auflistung der genetischen Risikoparameter adaptiert nach (18)

Prognose Genetische Abnormalitat

Gunstig 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T 1
inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
Mutated NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD low allelic
burden (<0,5)
Biallelic mutated CEBPA

intermediar | Mutated NPM1 and FLT3-ITD high allelic burden (=0,5)
Wild-type NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD low
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or adverse

ungunstig 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearranged

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

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

=5 or del(5q); —=7; —17/abn(17p)

Complex karyotype, monosomal karyotype

Wild-type NPM1 and FLT3-ITD high

Mutated RUNX1

Mutated ASXL1

Mutated TP53




1.7. wichtige Differentialdiagnosen zur AML

Die Gemeinsamkeit der genannten Differentialdiagnosen ist das erhohte Risiko der

Transformation in eine AML.

MDS: Die myelodysplastischen Syndrome sind eine heterogene Gruppe von
myeloiden Neoplasien, die sich hauptsachlich durch persistente periphere
Zytopenie, morphologische Dysplasie in wenigstens 10% der Zellen einer oder
mehrerer myeloider Zellreihen, dem Auftreten von MDS-typischen genetischen
Aberrationen und schlussendlich Knochenmarkversagen, charakterisieren.

Das Risiko in eine AML zu transformieren betragt 30%. (19)

MPN: Die myeloproliferativen Neoplasien gliedern sich unter anderem in folgende

Krankheitsbilder auf:

e chronische myeloische Leukéamie (CML): Fur das Management der CML ist es
notwendig, zu eruieren in welcher Phase sich die Erkrankung befindet. Meist
liegt zum Zeitpunkt der Diagnose eine chronische Phase vor. Die
Diagnosekriterien flir die Akzelerationsphase beinhalten persistente/steigende
Leukozyten > 10 x 10°/L im PB, persistente Splenomegalie, persistente
therapieunabhangige Thrombozyten > 1000 x 10°/L oder < 100 x 10%L im PB,
Basophilie = 20% im PB und 10-19% (WHO) oder 15-29% (ELN) Blastenanteil
im PB und/oder im KM. Steigt der Anteil auf 20% bzw. 30% oder mehr, geht die
CML in eine Blastenkrise uber. Als bedeutender molekularer Marker der CML
fungiert 1(9;22)(q34;911) mit der Bildung des Fusionsgens BCR-ABL auf dem
sogenannten Philadelphia Chromosom. (14, 20)

e chronische Neutrophilenleukamie (CNL): Im PB befinden sich =2 25 x 109/L
Leukozyten, wovon = 80% segmentierte Neutrophile Granulozyten und nur <
10% Neutrophile Vorlauferzellen sind. Im KM herrscht Hyperzellularitat durch
vermehrte Proliferation von normal ausgereiften Neutrophilen, wahrend der
Anteil der Myeloblasten nur < 5% ausmacht.

e Polycythaemia vera (PV): Fur die PV muss eine vermehrte Proliferation aller
myeloischen Zelllinien im allgemein hyperzellularen KM, mit besonderem

Anstieg des Hb > 16.5 g/dL oder Hkt > 49% zur Diagnose vorhanden sein.



e primare Myelofibrose: Dabei handelt es sich um eine das KM ausfullende aus
Retikulin- und Kollagenfasern bestehende Fibrose, die sich zu einer
Osteosklerose entwickeln kann und begleitet wird von einer verstarkten
Proliferation und Atypie der Megakaryozyten im KM.

e essenzielle Thrombozythamie: Diese Erkrankung ist charakterisiert durch den
massiven Anstieg der Thrombozyten =450 x 10%/L im PB, wahrend gleichzeitig
im KM hauptsachlich eine vermehrte Proliferation der megakaryozytaren Reihe
erkennbar ist.

(14)

ALL im Erwachsenenalter: Die akute lymphatische Leukamie, welche je nach
Zellinie  unterteilt wird in B-Zell- oder T-Zell-ALL, wird bei einem
Lymphoblastenanteil von 20% oder mehr im KM diagnostiziert, auch wenn
gleichzeitig eine extramedullare Tumormassedes lymphatischen Gewebes besteht.
Letzterer Fall wirde als lymphoblastisches Lymphom bezeichnet werden. Ein
Blastenanteil von unter 20% im KM ohne extramedulldre Tumormasse wird nur als
ALL diagnostiziert, wenn bestimmte genetische, mit ALL assoziierte Aberrationen
vorhanden sind. Ein im Kindesalter bedeutsamer molekulargenetischer Marker ist
die Translokation 1(12;21)(p13;922) mit dem sich daraus bildenden Fusionsgen
ETV6-RUNX1. (15)

1.8. Therapie der AML

Zuallererst erfolgt die Evaluierung, ob der/die Patient/in fur eine intensive
Induktions-Chemotherapie gesundheitlich geeignet ist. Wie bereits im Kapitel tber
die Risikostratifizierung erwahnt, werden dabei neben patient*innenbezogenen
Faktoren auch genetische Marker berlcksichtigt. Ein erhdhtes Patient*innenalter >
65 Lebensjahren ist ein starker negativer Prognosefaktor. Uber 50% der AML
Patient*innen fallen in diese Altersgruppe. Jedoch gibt es weitere prognostisch
sogar wichtigere Parameter, wie physische Fitness, Komorbiditaten, Polypharmazie
und den kognitiven  Gesundheitszustand  des/der  Patienten/in.  Eine
Therapieentscheidung sollte nicht alleinig aufgrund des Patient*innenalters
getroffen werden. Fur ausgewahlte Patient*innen dieser Altersgruppe kann eine

intensive Therapie sogar das Uberleben verbessern. (21, 22)
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Induktionstherapie:

Die intensive Remissionsinduktion verfolgt das Ziel der kompletten Remission und
der potenziellen Kuration. Seit Uber 40 Jahren wird als Standardinduktionstherapie
Cytarabin (taglich 100-200mg/m? i.v. 7 Tage lang) in Kombination mit einem
Anthrazyklin (e.g. Daunorubicin, Idarubicin 3 Tage) verwendet. Dieses sogenannte
./ +3 Regime* bewirkt CR-Raten von 60-70%, ein 2-Jahres-Overall Survival von ca.
50% in jungeren Patient*innen (<60 Lebensjahre) und eine CR von ca. 50% und ein
2-Jahres-OS von 20% bei 260-jahrige Patient*innen. Patient*innen mit t-AML und
MRC-AML erreichen CR in 24-51%. (1, 17, 23, 24)

Um diesen schlechten OS-Raten unter Standardtherapie beizukommen, versucht
man in bestimmten AML-Subtypen 7+3 mit neueren Praparaten zu kombinieren.
Exemplarisch ist Gemtuzumab Ozogamicin ein Anti-CD33 monoklonaler Antikorper,
welcher folglich bei CD33-positiver CBF-AML oder CD33-positiver AML mit NPM1 -
Mutation zum Einsatz kommt. Die Zulassungsstudie ALFA-0701 zeigt signifikant
geringere Ruckfallraten durch das Erreichen einer dauerhafteren Remission. (25-
27)

Aufgrund der oben genannten Remissionsdaten unter Standardinduktion bei t-AML
und MRC-AML, wird bei dafir geeigneten Patient*innen, CPX-351 angewandt.
Dabei handelt es sich wie bei 7+3 um eine Kombination aus Cytarabin und
Daunorubicin, welche jedoch in ein Liposom verpackt wurden. Dieses l0st sich nach
der Aufnahme in die Krebszelle auf und ermdglicht es den antineoplastischen
Wirkstoffen somit, die DNA der Krebszelle anzugreifen. Die Zulassungsstudie
CLTRO0310-301 (NCT01696084) ergab ein verbessertes Overall Survival von CPX-
351 im Vergleich zum 7+3 Regime in Patient*innen der Altersgruppe zwischen 60-
75 Lebensjahren mit sekundarer Hoch-Risiko AML. (17)

Die meisten AML-Patient*innen, welche eine intensive Chemotherapie durchlaufen
erreichen eine CR. (28)
AnschlieBend ist das Ziel der Postremissions- bzw. Konsolidierungstherapie die

Festigung der CR und das Verhindern eines schnellen, ohne weitere Therapie mit

11



hoher Wahrscheinlichkeit auftretenden, Rezidivs. Diese erfolgt e.g. standardmaRig
fur Patient*innen nach CR, bei welchen aufgrund von gunstigen Risikofaktoren eine
HSCT nicht empfohlen wird, mit intermediar dosiertem Cytarabin. Das
Langzeitiberleben erreicht damit bei unter 60-jahrigen einen Wert von ca. 50%.
Uber 60-Jahrige und Patient*innen mit ungiinstigem genetischem Risiko profitieren

davon, aufgrund der hohen Toxizitat, nicht in gleichem Male. (1)

Die allogene HSCT spielt insbesondere flr eben genannte Patient*innengruppe
eine entscheidende Rolle zur Verhinderung von Ruckfallen. Sie reduziert, unter
anderem wegen des starken graft-versus-leukemia Effektes, im Vergleich zu
alleiniger intensiver Chemotherapie nach der ersten CR das Rezidivrisiko um mehr
als 60%. Es erfordert jedoch eine strenge Kosten-Nutzen-Analyse durch
Gegenuberstellung von Rezidivrisiko in erster CR mit alleiniger Chemotherapie
versus Rezidivrisiko nach allogener HSCT mit der damit einhergehenden
begleitenden Mortalitdt. Welche Patient*innen fur eine HSCT passend sind, wird
nach ELN-Kriterien (siehe Tabelle 2) entschieden. Bei gunstiger Zytogenetik und
gutem Ansprechen auf alleinige intensive Induktionstherapie nach MRD Kriterien
besteht ein geringes Risiko (< 40%) in der ersten CR ein Rezidiv zu bekommen.
Diesfalls wird keine HSCT routinemalig vorgenommen. Besteht ein hohes
Rezidivrisiko (= 40%), sollte anhand von Alter, Komorbiditdten und geeignetem
Spender evaluiert werden, ob die durch die Transplantation bedingte Mortalitat

niedrig oder hoch ist, um eine Entscheidung treffen zu kénnen. (28)

Durch den seit kurzem maoglichen breiten Einsatz von NGS sind in den letzten
Jahren eine groRe Anzahl an neuen Medikamenten zur zielgerichteten Therapie der
AML, fiur die Induktion, Konsolidierung und Erhaltung, zugelassen worden. Diese
Targeted-Therapy utilisiert bestimmte Genmutationen, biologische Pfade oder
Oberflachenantigene  als  Angriffsziel.  Exemplarisch  fir  diese  neue
Medikamentengruppe stehen die FLT3-Inhibitoren (FMS-like-Tyrosinkinase 3). Die
zweite Generation (Quizartinib, Creolanib, Gilteritinib) ist selektiver und weist
weniger Nebenwirkungen als die erste Generation (Sunitinib, Sorafenib,
Lestaurtinib und Midostaurin) auf. Typ-1-Inhibitoren sind sowohl fur FLT3-TKD als
auch fur FLT3-ITD Mutationen effektiv, wahrend Typ-2-Inhibitoren nur FLT3-ITD
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ansteuern. Beispielsweise wurden der Typ-1-Inhibitor Midostaurin flr die
Behandlung von neu diagnostizierter FLT3-mutierter AML in Kombinationstherapie
mit 7+3 (NCT00651261) und der Typ-2-Inhibitor Gilteritinib fir die Behandlung von
Erwachsenen mit rezidivierender oder refraktarer FLT3-mutierter AML zugelassen
(NCT02421939). (29-31)

Ein Drittel der AML-Patient*innen sind 75 Jahre alt oder alter. Wie am Anfang des
Kapitels uber die Therapie der AML beschrieben, sollte die Therapieentscheidung
nicht alleinig aufgrund des Patient*innenalters getroffen werden. Sollte die
individuelle Beurteilung des Patient*innen negativ ausfallen, existieren weniger
intensive Therapiemdglichkeiten wie niedrig dosiertes Cytarabin (2xtgl. 20mg s.c.
fur 10 Tage alle 4 Wochen) und hypomethylierende epigenetisch wirksame
Medikamente wie Decitabin und Azacitidin. Derzeit stellt die Kombinationstherapie
einer hypomethylierenden Substanz mit Venetoclax aufgrund verbesserter
Outcomeparameter den Standard in der Therapie von, fur intensive Chemotherapie

ungeeignete, Patient*innen dar. (1, 32, 33)

Die Rezidiv- bzw. Salvage-Therapie hat eine erneute zytologische Remission, als
Brucke zur, fir das Langzeituberleben notwendigen HSCT, zum Ziel. Denn mit
dieser existiert, trotz Rezidiv nach Chemotherapie, weiterhin eine kurative
Therapiemdglichkeit fur die Patient*innen. Zur Salvage-Therapie gibt es keine
Standardmedikamente, jedoch werden am haufigsten Hoch-Dosis Cytarabin,

Anthracycline und Purin Analoga verwendet. (34)

1.9. Response Beurteilungder AML
Tabelle 3: Response Kriterien adaptiert nach (18)

CR ohne MRD (CRwmRrb-) CR neg fur unter MRD-Kriterien genannte Marker
CR (MRD* oder unbekannt) | KM Blastenanteil <5%; Abwesenheit von: Blasten
im PB, Blasten mit Auer-Stabchen,

extramedullarer Manifestation;, ANC = 1x109/L;
Thrombozyten = 100x10°/L

CR (CRi) mit inkompletter | CR Kriterien auf3er residuale Neuropenie

hamatologischer Erholung < 1x109%/L oder Thrombopenie < 100x10°/L
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Morphologisch
leukamiefreier Zustand

(MLFS)

CR Kriterien auller, dass keine hamatologische
Erholung (ANC, Thrombozyten) vonnéten ist; KM

sollte nur nicht aplastisch sein (min. 10% Zellen)

Partielle Remission (PR)

hamatologische Kriterien fir CR erfillt; Abnahme
des KM Blastenanteils zu zwischen 5-25% und

Abnahme zu vor der Therapie um min. 50%

Versagen der Behandlung:

Primar refraktare

Erkrankung

Keine CR/Cri nach 2 Durchgangen von intensiver
Induktion, ausgenommen Tod in der Aplasie/

durch unbestimmte Ursache

Tod in der Aplasie

Tod =7 Tage nach dem Ende der initialen Therapie
+ Zytopenie; mit a-/hypoplastischem KM, welches

innerhalb von 7 Tagen vor dem Tod auftrat

Tod durch

Ursache

unbestimmte

Tod vor dem Ende der Therapie oder <7 Tage
nach dem Ende; oder Tod =7 Tage nach dem
Ende der initialen Therapie ohne Blasten im PB

und ohne vorhandene KM Untersuchung

Response Kriterien welche

nur fiir klinische Studien gelten:

Stabile Erkrankung

Keine CRwmrp,, CR, CRi, PR, MLFS und die
Kriterien der PD nicht erfullt

Progressive Erkrankung

>50% Zunahme in KM Blasten im Vergleich zum

(PD) Ausgangswert; >50% Zunahme in PB Blasten zu
einem Wert von >25x109L; neue extramedullare
Manifestation

Rezidiv:

Hamatologisches Rezidiv

nach CRwro-, CR, CRi

KM Blasten 2=5% im PB oder

extramedullare Manifestation

oder Blasten

Molekulares Rezidiv nach

CRwMRD-

Wiederauftreten von MRD-Markern

Die CR ohne MRD (MRD- bedeutet keine MRD, im Gegensatz zu MRD+) ist eine in

der ELN-Recommendation aus dem Jahr 2017 neu vorgeschlagene Response

Kategorie, die auf dem MRD Status des Patient*innen basiert. Die inzwischen

14



standardmafig erhobene Minimal/Measurable Residual Disease (MRD) wurde in
die Kriterien miteinbezogen, weil das Rezidivrisiko in CRmRrb- geringer, als in CR/CRIi

mit nachweisbarer RD war. (18)

Eine frihe Ermittlung der MRD, auch bereits nach dem ersten Zyklus der Induktion,
ermoglicht frihere Identifikation von schlechtem Therapieansprechen. MRD
Monitoring kann, wahrend der Remission, auf Induktions- und
Konsolidationstherapien folgend oder jenseits von Konsolidation, um drohendes
Rezidiv zu eruieren, erfolgen. Der beste Zeitpunkt allerdings, um die MRD zu
bestimmen, bleibt einstweilen noch im Unklaren. Daflr werden Multiparameter Flow
Cytometrie (MFC), Real-Time Quantitative PCR und in Zukunft mdglicherweise
auch Digital-PCR und NGS, angewandt.

Eine MRD wird, im Gegensatz zu ab einem Verhaltnis von 1:20 Leukdmiezellen zu
Leukozyten bei Verwendung traditioneller Verfahren, bereits ab einem Verhaltnis
von 1:10% Leukamiezellen zu Leukozyten, feststellbar. Bereits weit unter der
morphologischen Schwelle von 5% Blastenanteil ist somit ein drohendes Rezidiv
erkennbar.

Als MRD-Marker werden bei der MFC Panel bestehend aus Markern wie CD33,
CD34 verwendet, wahrend auf der molekularen Ebene NPM1, die Fusionsgene
RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MXH11, PML-RARA zur Anwendung gebracht werden.

(18, 35)

1.10. Atiologie und Pathogenese der AML

Jeder/Jede Patient*in wird anhand der ELN Risikostratifizierung entsprechend
seinem individuellen genetischen Profil in klinisch bedeutsame molekulare
Subgruppen eingeteilt. Die Patient*innen innerhalb dieser Subgruppen
unterscheiden sich jedoch wiederrum genetisch sehr stark. Obwohl die Mehrheit der
Patient*innen durch die initiale Induktionstherapie eine CR erzielt, entsteht sehr
haufig darauffolgend ein Rezidiv. Letztendlich ergibt sich daraus, dass nur einer von
vier AML-Patient*innen ab Diagnosezeitpunkt funf Jahre oder langer Uberleben. (36,
37)
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Klonale Evolution der AML:

Obige Schilderung deutet auf eine evolutionare Anpassung, von therapie-
empfindlichen zu therapie-resistenten Krebszellen, hin. Die Krebszellen verandern
mehrmalig ihr genetisches Profil, um sich der neuen Umgebung, welche
beispielsweise durch die Chemotherapie geschaffen wird, anzupassen, wodurch sie
in der Lage sind, unter diesen neuen Umstanden zu uberleben und sich zu
vermehren. Es wird davon ausgegangen, dass die AML aus hamatopoetischen
Stamm- oder Vorlauferzellen entsteht, die aufgrund von Mutationen eine gesteigerte
Proliferation durchlaufen und ihre Fahigkeit zur Differenzierung verlieren. Zuséatzlich
bleibt die Eigenschaft einer Stammzelle sich uneingeschrankt selbst zu erneuern
und klonal zu vermehren erhalten, wodurch der maligne Klon am Leben erhalten
wird und sich stark vermehrt. Die daraus entstehenden unreifen funktionslosen
Zellen sammeln sich im Knochenmark, im peripheren Blut und madglicherweise auch
in extramedullaren Geweben wie beispielsweise der Haut, an und unterdriicken in

ersterem die normale Hamatopoese. (37)

Man unterscheidet lineare von sich verzweigender Evolution. Erstgenannte wird
durch schrittweises Hinzukommen von einzelnen Mutationen charakterisiert. Der
Klon besitzt sowohl die Mutation, die initial zur Leukédmieentstehung gefuhrt hat, als
auch die zum Rezidiv fuhrende Mutation.

Unter der, haufiger vorkommenden, sich verzweigenden Evolution, kommt es zur
Ausloschung des zum Diagnosezeitpunkt vorhandenen dominanten Hauptklons
durch Faktoren wie beispielsweise die Chemotherapie, gefolgt vom Auswachsen
eines zum Rezidiv fihrenden Subklons, welcher die initiale leukdmogene Mutation
nicht mehr besitzt. (37, 38)

Blickt man tief genug, erweist sich jedes einzelne AML-(Epi)Genom als genauso
individuell, wie der/die Patient*in selbst. Jede AML-Evolution wird von der Diagnose
bis zum Rezidiv von vielen verschiedenen Parametern beeinflusst.
Zusammenfassend ergibt sich ein Wechsel des Paradigmas AML-Patient*innen in
haufige genetische Subgruppen einzuteilen hin zur Behandlung jeder AML als
genetisch individuelle Erkrankung, die sich mit der Zeit genetisch evolutionar
anpasst. (36, 37)
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1.11. Molekulargenetische Untersuchungsmethoden

Zur Mutationsanalyse wird fur beide Verfahren Probematerial aus dem

Knochenmark oder dem peripheren Blut des/der Patienten/in bendtigt. (10)

Sanger Sequencing oder First-Generation Sequencing:

Die DNA-Synthese am Matrizenstrang startet am Primer, der von der DNA-
Polymerase bendtigt wird. Als freie Basen werden, neben Adenin, Thymin,
Guanosin und Cytosin, auch eine geringe Menge dieser vier normalen Nukleotide
in modifizierter Form verwendet. Diese Didesoxyribonukleotide entstehen, wenn
jedes der vier normalen Nukleotide mit einem unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoff, der die 3'-OH-Gruppe blockiert, versehen wird. Wird im Zuge
der PCR zufallig eine modifizierte Base in den neuen DNA-Strang eingebaut, kann
kein weiteres Nukleotid durch Esterbindung, aufgrund der fehlenden 3°-OH-Gruppe,
hinzugefiugt werden. Die DNA-Polymerase halt an. Statistisch wird die DNA-
Synthese an allen Positionen, also nach jedem einzelnen Nukleotid, zumindest
einmal abgebrochen. Mittels Gelelektrophorese werden alle sequenzierten DNA-
Fragmente, welche von derselben Position auf dem Matrizenstrang ausgehen, aber
aufgrund  ihrer unterschiedlichen GréRe von jeweils einem Nukleotid
Langenunterschied, aufgrund ihrer negativen Ladung durch ein elektrisches Feld
ihrer GroRe nach geordnet. Der Langenunterschied entsteht, weil die
Sequenzierung an unterschiedlichen Positionen durch den Einbau einer
modifizierten Base terminiert wurde. Da die Didesoxyribonukleotide der vier
Nukleotide jeweils unterschiedlich farblich fluoreszierend markiert wurden, ergibt
sich aus der langenbestimmten Aufreihung der Molekule eine Farbabfolge. Da jede
der Farben eine der vier Basen kennzeichnet, gibt der Farbcode Ruckschluss auf
die Nukleotidsequenz. Die durch Abgleich mit Referenzsequenzen festgestellten
Unterschiede, ergeben die gesuchten genetischen Varianten im Erbgut des/der
Patient*in. (13, 39, 40)

Sanger-Sequencing ist sehr genau und verlasslich, aber auch langsam und teuer.
100 rund um die Uhr arbeitende Sanger-Sequenziermaschinen, wirden circa 3,5

Jahre bendtigen, um ein gesamtes menschliches Genom zu sequenzieren.
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Denselben Auftrag erledigt eine NGS-Maschine fiir 1000 US $ in ein wenig mehr
als einem Tag. Um im groRen Stil klinische DNA-Proben auf Mutationen
untersuchen zZu konnen bendtigt man Okonomisch vertretbare
Hochdurchsatzverfahren. (40)

Next-Generation Sequencing:

Der Begriff NGS fasst Verfahren zur Hochdurchsatzsequenzierung wie
Sequenzieren mit Synthese, Sequenzieren mit Ligation, lonen Semikonduktor
Sequenzieren und andere Techniken zusammen. Das Panel an zu untersuchenden
Genen wird je nach klinischer Fragestellung ausgewahlt. Es kbnnen beispielsweise
alle mit AML assoziierten Gene oder sogar das gesamte Exom, was der Summe
aller kodierenden Abschnitte des Genoms entspricht, untersucht werden. Neben
einigen Gemeinsamkeiten unterscheidet sich das NGS vom Vorgangerverfahren in
folgenden Punkten:

Die am meisten genutzte NGS-Technik, ist die Sequenzierung durch Synthese:
Statt wie bei Sanger nur wenige, sind beim NGS alle verwendeten Basen
modifiziert. Dadurch heftet die DNA-Polymerase immer nur ein Nukleosid an den
Matrizenstrang an und stoppt anschliefend. Die Fluoreszenzsignale dieser Base
werden von einer Chip-Kamera aufgenommen, der Farbstoff wird wieder entfernt,
die 3'-OH-Gruppe wird wieder frei und das Nachste, zum Matrizenstrang
komplementare farbstoffmarkierte Nukleosid, wird eingebaut. Im Verlauf entstehen
auf diese Weise Serien von Kameraaufnahmen, die einen Farbcode ergeben, aus
welchem mittels Bioinformatik die gesuchte Nukleotidsequenz ersichtlich wird.

(13, 39, 40)

Neben diesen Einzelheiten in der Sequenzierung selbst, liegt der Hauptunterschied
zwischen den beiden Verfahren darin, wie die sequenzierten DNA-Molekile
organisiert werden, damit ihre fluoreszierenden Signale interpretierbar sind.
Nachdem die DNA-Probe isoliert, in kleine Fragmente unterteilt und denaturiert
wurde, wird beim NGS jedes Fragment an einer eigenen Position auf einer Platte
fixiert. Selbiges wird ebendort mittels PCR amplifiziert. Die daraus resultierenden

Kopien eines Fragments bilden gemeinsam ein Cluster an derselben Position auf
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der Platte. Somit entstehen viele Cluster aus identischen DNA-Fragmenten, welche
gleichzeitig parallel nebeneinander auf der Platte sequenziert werden.
(13, 39, 40)

1.12. Genmutationenmit Bedeutung fur die AML

Der Mechanismus der klonalen Evolution zeigt die genetische Heterogenitat
innerhalb eines/einer einzelnen AML-Patienten*in auf. Trotz der derzeitigen
Beschreibung von mehr als 60 wiederholt in der AML mutierten Genen, befindet
man sich noch weit davon weg die Genetik der AML im Detail zu kennen. Nicht nur
einzelne Mutationen, sondern oft auch die Kombination unterschiedlicher
Veranderungen sind dabei prognostisch wegweisend.

> 95% der AML-Patient*innen tragen zumindest eine somatische Mutation und
durchschnittlich drei Driver-Mutationen. Dieses genetische Profil der AML ist
auffallend heterogen zwischen den Patient*innen. Nur eine Handvoll an Mutationen
finden sich in mehr als einem Viertel der Betroffenen, wie an den weiter unten
aufgelisteten Haufigkeiten ersichtlich. Einige, der im Folgenden kurz beschriebenen
Genmutationen, haben, als signifikante prognostische Marker, bereits in die ELN-

Empfehlung zur Risikostratifizierung aus dem Jahr 2017 Einzug gefunden. (37, 41)

e FLT3: Haufigkeit: in 20-25% der erwachsenen AML Patient*innen als ITD
(internal tandem duplication), in 5-10% als D835 TKD (tyrosin kinase domain);
Prognose: FLT3-ITD siehe Kapitel Risikostratifizierung Tabelle 2, D835 TKD ist
prognostisch noch unklar

e NPM1: Haufigkeit: in ca. 30% der erwachsenen AML Patient*innen, haufiger in
AML mit normalem Karyotyp und bei jingeren Patient*innen;

Prognose: siehe Kapitel Risikostratifizierung Tabelle 2;
Diagnose: eigene Diagnoseklasse siehe Kapitel WHO-Klassifikation Tabelle 1

e CEBPA: Haufigkeit: in ca. 10% der erwachsenen AML Patient*innen, haufiger in
AML mit normalem Karyotyp und bei jlingeren Patient*innen, familiare
Vererblichkeit durch Keimbahnmutationen wurde beschrieben;

Prognose: in 4-5 % der AML Patient*innen liegt Mutation auf beiden Allelen vor,

dadurch glnstige Uberlebensprognose siehe Kapitel Risikostratifizierung
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Tabelle 2, Sollte die Mutation jedoch nur auf einem Allel auftreten, dann gilt eine
ahnliche Prognose wie bei Wild-Type CEBPA.

Diagnose: CEBPA-Mutation auf beiden Allelen mit eigener Diagnoseklasse
siehe Kapitel WHO-Klassifikation Tabelle 1

RUNXT1: Haufigkeit: in 5-20% der erwachsenen AML Patient*innen, sehr haufig
bei mit Trisomie 21 assoziierter AML (das Gen liegt auf Chromosom 21),
haufiger bei alteren Patient*innen, familiare  Vererblichkeit  durch
Keimbahnmutationen wurde beschrieben;

Prognose: ungunstig, im Gegensatz zu verbesserter Prognose, wenn das Gen
Teil einer Genfusion ist, wie beispielsweise in {(8;21), siehe Kapitel
Risikostratifizierung Tabelle 2;

Diagnose: provisorische Diagnoseklasse siehe Kapitel WHO-Klassifikation
Tabelle 1

TP53: Haufigkeit: in 5-20% der erwachsenen AML Patient*innen, haufiger bei
alteren Patient*innen, primar mit komplexem Karyotyp, monosomalem Karyotyp
und sekundarer AML assoziiert;

Prognose: ungulnstig, siehe Kapitel Risikostratifizierung Tabelle 2
KMT2A-PTD: Haufigkeit: in 5-10% der erwachsenen AML Patient*innen, in 20-
30% bei CBF-AML,;

Prognose: unglnstig, siehe Kapitel Risikostratifizierung Tabelle 2

KIT: Haufigkeit: in ca. 10% der erwachsenen AML Patient*innen, KIT Mutationen
verschwinden meist beim Rezidiv durch die klonale Evolution der
Leukamiezellen;

Prognose: ungunstig fur KIT-Mutation in CBF-AML

IDH: Haufigkeit: in 5-10% der erwachsenen AML Patient*innen als IDH1, in 10-
20% als IDH2, haufiger in AML mit normalem Karyotyp;

Prognose: widersprichlich

RAS: Haufigkeit: in ca. 25% der erwachsenen AML Patient*innen;

Prognose: widerspruchlich

(1, 41-43)

Somatische Mutationen, welche die klonale Expansion, ohne das gleichzeitige

Vorhandensein von Zytopenien und einer dysplastischen Hamatopoese,
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vorantreiben, werden als CHIP, Klonale Hamatopoese von unbestimmtem
Potenzial, bezeichnet. Sogar in Personen ohne diagnostizierte hamatologische
Erkrankung findet man somatische Mutationen, welche selten vor dem 40.
Lebensjahr vorkommen und mit dem Alter zunehmen. Meist finden sich Varianten
in den Genen DNMT3A, TET2 und ASXL1, die zu den epigenetischen Mutationen
zahlen. (42)

epigenetische Mutationen:

Die epigenetische Regulation ermadglicht die Modulation von Transkription und
Genexpression, ohne den genetischen Code zu verandern. Dies passiert in Form
von DNA-Methylierung, welche Genexpression reduzieren soll, und post-
transkriptionaler Modifikation von Histonen. Mutationen in Genen wie DNMT3A,
TET2 und ASXL1 kommen oft in praleukdmischen Stamm- oder Vorlauferzellen vor
und sind in die friihe Entwicklung der Leukdamie involviert. Diese Zellen, deren
Fahigkeit es ist, sich in verschiedene Zelltypen in Richtung verschiedener
Abstammungslinien auszudifferenzieren, konnten nach der Chemotherapie erhalten
bleiben und fur die klonale Expansion neuer Leukamiezellen wahrend der
Remission verantwortlich sein und damit ein Rezidiv bewirken. (1, 43)

o ASXLT: Haufigkeit: in 5-15% der erwachsenen AML Patient*innen, haufiger bei
alteren Patient*innen, assoziiert mit sekundarer AML;
Prognose: unguinstig, siehe Kapitel Risikostratifizierung Tabelle 2

e DNMT3A: Haufigkeit: in ca. 20% der erwachsenen AML Patient*innen, haufiger
in AML mit normalem Karyotyp und bei alteren Patient*innen, praleukédmische
Mutation, welche im evolutionaren Prozess der AML Entstehung frih auftritt und
in der Remission persistiert;
Prognose: widersprichlich, jedoch ungunstig, wenn andere Mutationen, wie
beispielsweise IDH2 begleitend auftreten

e TETZ2: Haufigkeit: in 5-20% der erwachsenen AML Patient*innen, haufiger in
AML mit normalem Karyotyp und bei alteren Patient*innen, tritt wechselseitig oft
mit IDH Mutationen gemeinsam auf;
Prognose: widersprichlich

(1, 41-43)
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Keimbahnmutationen bei AML Patient*innen:

Mutationen in den weiblichen und mannlichen Keimzellen finden sich in allen
Korperzellen des Menschen wieder, der sich daraus entwickelt. Konsekutiv kdnnen
sie auch von dieser Person wieder innerhalb der Familie weitervererbt werden.
Somatische Mutationen entstehen hingegen plotzlich und ohne erkennbaren
Ausloser, finden sich nur in einer begrenzten Anzahl von Koérperzellen wieder und
werden folglich nicht innerhalb der Familie vererbt. Auf dem Weg der
Keimbahnmutation existiert eine vererbbare Pradisposition an AML zu erkranken.
Meist tritt diese dann schon im friihen Lebensalter auf. (13)

e Ist ein Alel des CEBPA-Gens somatisch, das andere Allel durch eine
Keimbahnmutation verandert, ergibt sich fir den Patient*innen eine stark
penetrante Pradisposition zur AML. Sind jedoch beide Allele somatisch mutiert
oder besteht neben einem Wild-Typ Allel, ein Allel mit einer Keimbahnmutation,
resultiert das in einer besseren Prognose als mit einer einzigen somatischen
CEBPA Mutation.

e Bei einer MRC-AML mit GATA2 Keimbahnmutation, Uberlappen mehrerer
Syndrome, welche sich auller hamatologisch auch mit Immundefizienz,
Gehorverlust, Lymphédem, dermatologisch und pulmologisch manifestieren.

e Die AML mit TP53 Keimbahnmutation ist ein Teil des Li-Fraumeni Syndroms,
welches ein lebenslanges autosomal dominantes Risiko fur Malignome bei
Frauen von 100% bzw. Mannern von 70%, mit sich zieht. 3-6% der LFS
Malignome sind Leukamien.

e Die Fanconi Anamie ist ein autosomal rezessives Syndrom mit
Knochenmarkversagen, kleiner Korperstatur, anderen Anomalien und einer
Pradisposition fur Leukamie. Viele Patient*innen haben keine offenkundigen
Symptome, was die Frihdiagnostik erschwert.

e Eine Trisomie 21 ist im Vergleich zu Gleichaltrigen mit Disomie, mit einem 150-
fach grolRerem Risiko an einer AML zu erkranken, vergesellschaftet.

e Die AML mit DDX41 Keimbahnmutation stellt mit dem spaten durchschnittlichen
Diagnosezeitalter von 62 Jahren eine Ausnahme unter den mit

Keimbahnmutationen assoziierten Leukdmien dar.
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Die Herausforderung fiir klinisch tatige Arzt*innen besteht darin, zu unterscheiden,
ob sich Mutationen als Keimbahnmutationen oder als somatische Mutationen
darstellen.

(44, 45)

2. Ziele der Arbeit

Die in der Einleitung durchgefihrte ausfuhrliche Beschreibung des Krankheitsbildes
soll zeigen, welche starke Dynamik das Management der AML in den letzten Jahren
erfahren hat und noch immer erfahrt. Dass diese Dynamik dringend notwendig ist,
zeigen die schlechten Uberlebensdaten von an AML Erkrankten der letzten
Jahrzehnte. NGS ermdglicht die routinemaRige rasche Analyse vieler Gene.
Konsekutiv ergibt sich daraus eine Optimierung der Risikostratifizierung, wodurch
wiederum die Therapieplanung verbessert wird. Zusatzlich wird dadurch unlangst
auch die Auswahl von Patient*innen ermdéglicht, welche fir eine Targeted Therapy
geeignet sind.

Um dieser Entwicklung gerecht zu werden ist eine regelmafige Qualitatssicherung
in Form von randomisierten klinischen Studien und Real-World Datensatzen
unabdinglich. Die Hauptfragestellung/das Hauptziel der vorliegenden Arbeit besteht
darin, diese Qualitdtssicherung anhand von, an der Abteilung fir Hamatologie im
LKH Universitatsklinikum Graz erhobenen Daten zum Gesamtuberlebens und zu
Remissionsraten von ebendort behandelten Patient*innen, durchzufuhren. Dafar
werden diese Daten mit internationalen Kohorten verglichen. Die sich daraus
ergebende Hypothese ist, dass die Outcome- und Survival-Daten der Grazer

Patient*innenkohorte dem internationalen Standard entsprechen.

Nebenfragestellungen:

e Unterscheiden sich Remissionsraten und Gesamtliberleben bei AML
Patient*innen seit Einflhrung von NGS in die klinische Routine von denselben
Parametern vor der Einfuhrung von NGS? Dies kann, anhand eines Vergleiches
mit einem Datensatz der Abteilung fir Himatologie im LKH Universitatsklinikum
Graz aus den Jahren 2002-2008, aus einer von A. Loindl unter Anleitung von

Ao. Univ.-Prof. Dr. G. Jager durchgefuhrten Diplomarbeit, Gberpruft werden.
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Seitdem wurden im Grazer Zentrum keine entsprechenden
Qualitatssicherungen mehr durchgefiihrt. Vor allem die Daten der NGS Ara
liegen noch nicht vor und wurden bisher keiner Evaluierung unterzogen. Daten
aus grofRen internationalen Registern weisen darauf hin, dass das Outcome zu
Zeiten der NGS Ara besser als davor zu sein scheint. Dennoch sind einzelne
Zentren dazu angehalten diese Daten auch zu Uberprufen.

e Wieist das Gesamtuberleben und die Remissionsraten bei intensiv behandelten
und bei nicht-intensiv behandelten AML Patient*innen seit Einfihrung von NGS
in die klinische Routine?

e Bewertung der prognostischen Wertigkeit einzelner zum Diagnosezeitpunkt
erhobener klinischer und NGS-molekulargenetischer Marker?

e Lassen sich neue potenziell Prognose-relevante Parameter identifizieren, die

das Outcome beeinflussen?

Die Beantwortung der Haupt- und Nebenfragestellungen stellt eine wesentliche
Qualitatskontrolle der Arbeit an der Abteilung fur Hamatologie im LKH
Universitatsklinikum Graz dar und dient damit der Behandlungsqualitdt an dieser
Abteilung.

3. Material und Methoden

3.1. Ein-und Ausschlusskriterien

Die retrospektive Studie umfasst 236 AML Patient*innen der Klinischen Abteilung
fur Hdmatologie am LKH Universitatsklinikum Graz, bei welchen im Rahmen der
initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde. Im Besonderen wurde auf 138
Patient*innen, die mit einer hochdosierten Polychemotherapie mit oder ohne
darauffolgende Stammzelltransplantation behandelt wurden, genauer
eingegangen. Alle Patient*innen haben eine Einwilligung zur wissenschaftlichen
Auswertung ihrer Daten unterschrieben und waren zum Studieneinschluss alter als

18 Jahre alt. Es lagen keine weiteren Ein- oder Ausschlusskriterien vor.
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3.2. Datenerhebung

Die Datenerhebung aller Basisdaten bezuglich der Diagnose, der klinischen und
laboratorischen Parameter sowie die Therapie wurde uber openMEDOCS®©
(Medical Documentation and Communication System) durchgefuhrt. Auch die, fur
die Studie notwendigen NGS Daten, konnten Uber openMEDOCS®© erhoben
werden. Die Eingabe und Dokumentation der Daten erfolgte in die RDA (Abkurzung
fur Research, Documentation & Analysis). Diese vom Institut fur Medizinische
Informatik, Statistik und Dokumentation betriebene Software wurde initial in Wien
entwickelt und soll eine patient*innennahe Zusatzdokumentation ermdglichen, die
dezidiert nicht fur die medizinische Betreuung notwendig ist. So wurde dabei ein
besonderes Augenmerk auf die Auswertbarkeit der Daten gelegt. Weiters wurde die
Exportierbarkeit in Excel und in Statistikprogramme optimiert.

Diesbezuglich wurde ein speziell fur diese Datenerhebung programmiertes
Unterprogramm der RDA verwendet, das die strukturierte Eingabe aller unten
angefuhrten Haupt- und Nebenzielgrofien ermdglicht. Eine genauere Beschreibung
der Eingabemasken erfolgt bei der Beschreibung der einzelnen Haupt- und

Nebengrolen.

Um den Aufbau der RDA zu veranschaulichen, wird hier eine Ubersichtsdarstellung

der ersten Seite der RDA mit eingetragenen Fantasiewerten gezeigt:
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RDA Projekt: MedHama - Leukemia Biobank - X
Jorer Date Hife

i oC oE
1L MedHama - Leukemia Biobank
IRIC2CHP B @R |EH olE® 5 B o

4-M, MedHama - Leukemia Biobank
0 Patienten
S A

- Allg. Informationen | Klassifikation-Labor | Genetik1| Genetik2 | Genetik3 | Genetik4 | Therapie und Outcome | Panels-Logik

Z| MedHs@ma - AML
Dokumentdatum |~ Eigentimer ved - Hama - Leukemia Bicbarik ~|
) Dokumente (hierarchisch) | [¢

. Fall |—~kem Fall — ~ ‘ Aufenthalt ""KEin Aufenthalt — hd |
2
1.l MedHzama - Biobank-Stam)
,J' MedHama - Biobank Probs
! '\ MedH&ama - Biobank Probs

Allgemeine Informationen

Datum Prufer |
Diagnosedatum l:l A\terl:l Jahre ‘ H ‘

Sekundare AML
3 Ja (&) Nein

Welche sekundare AML
CGMDS O CMML G MPN O CML O Andere ) Keine sekundare AML Welcheanderz ||

Therapie-assoziiert
() Ja (@ Nein
Extramedullare Manifestation

Risiko ELN 2017

& Ginstig ¢ Intermediar ¢ Ungiinstig ¢ Nicht durchgefihrt wsaz | ]

Zytogenetik
(=) Durchgefuhrt (> Nicht durchgefiihit () Kein Wachstum

Karyotyp
26.XY[17]

FISH Ergebnis Zeilenumbruch mit <Shift=<CR= oder <Alt=<CR>

kein Hinweis auf Translokation 8/21 (AML1/ETO=RUNX1/RUNX1T1} A~
kein Hinweis auf Translokation 9/22 (BCR/ABL)
kein Hinweis auf Deletion 9

kein Hinweis auf Translokation 6/9 (DEK/NUP214)
kein Hinweis auf Deletion 5q bzw. Monosomie 5 v

3.3. Datenschutz
Das RDA System ist wie openMEDOCS® nur Uber das Computersystem des LKH

Universitatsklinikums zuganglich. Der Einstieg ist nur fur am IMl speziell daftr
lizensierte und in dieser Studie gemeldete Benutzer mdglich und ist
passwortgeschutzt. Der Export der Daten zur statistischen Auswertung erfolgte nur
pseudonymisiert.

Auch der Windows Arbeitsplatz der KAGes (Steiermarkische
Krankenanstaltengesellschaft m. b. H.) und das auf diesem installierte

openMEDOCS® waren mit Zugriffsbeschrankungen ausgestattet.

3.4. Ethik

Bei der Behandlung durch die Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
bestand kein Einwand die Studie in der vorgelegten Form durchzufuhren. (EK-
Nummer: 30-464 ex 17/18)
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3.5. ZielgroRen

e Hauptzielgréien:

o Remissionsstatus: Wurde eine CR/CRi erreicht? Bei mehrfacher CR/CRi
wurde das chronologisch erstmals auftretende Remissionsdatum
verwendet.

= CR:Blasten im KM < 5%; Abwesenheit von zirkulierenden Blasten
und Blasten mit Auer Stabchen; Abwesenheit einer
extramedullaren Manifestation; ANC = 1 x 109/
Thrombozytenzahl = 100 x 109/L (18)

= CRi: wurde gleichwertig wie CR behandelt; mit Ausnahme von
ANC =1 x 10°/L und Thrombozytenzahl =100 x 10°/L werden alle
CR Kriterien vorausgesetzt (18)

o Gesamtuberleben (OS): Diagnosedatum bis Sterbedatum/Last-Follow up

o Rezidiv-freies  Uberleben (RFS): Datum der CR/CRi bis
Rezidiv/Sterbedatum/Last-Follow up

» Hamatologisches Rezidiv: KM Blasten = 5% oder Wiederauftreten
von Blasten im peripheren Blut oder Entwicklung einer
extramedullaren Manifestation (18)
o Event-freies Uberleben (EFS): Diagnosedatum bis Event (Treatment
failure, Rezidiv nach CR/CRIi, Sterbedatum) oder Last-Follow up
= Treatment failure/Primary refractory disease: Nach zwei Zyklen
einer intensiven Induktionstherapie wurden weder eine CR noch
ein anderer Response erreicht. (18)

o Dauer anderer Response = Datum anderer Response bis
Sterbedatum/Last-Follow up. Ein anderer Response wurde nur erhoben,
falls keine CR/CRi erreicht wurde.

= Das Hematological Improvement (HI) wurde folgend definiert:

e Erythrozyten-Response:  Mindestens  acht  Wochen
anhaltende Hb-Zunahme von = 1,5 g/dl, wenn vor der
Therapie der Hb Wert < 11 g/dl betrug.

e Thrombozyten-Response: Mindestens acht Wochen

anhaltende Thrombozyten-Zunahme von = 30 x 109/L bei

27



Patienten, welche bei > 20 x 109/L gestartet sind oder eine
Zunahme von < 20 x 10°/L auf Uber 20 x 109L und
mindestens um 100%, wenn vor der Therapie der
Thrombozyten Wert < 100 x 109/L betrug.
¢ Neutrophilen-Response: Mindestens acht  Wochen
anhaltende Neutrophilen-Zunahme um 0,5 x 109L und
mindestens um 100%.
(46)
= MLFS: Blasten im KM < 5%; Abwesenheit von Blasten mit Auer
Stabchen; Abwesenheit von einer extramedullaren Manifestation;
keine hamatologische Erholung erforderlich (18)
= PR: alle hamatologischen Kriterien des CR; Abnahme der KM
Blasten bis zwischen 5 und 25% und im Vergleich zum Wert vor

der Therapie um mindestens 50% (18)
Zur besseren Anschaulichkeit soll hier auch das entsprechende Eingabeformular

der RDA mit eingegebenen Fantasiewerten gezeigt werden, bei dem diese

HauptzielgroRen eingegeben werden kénnen:
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CR
) CR, CRi ® Nein

Anderer Response

Datum CR

O MLFS ¢ PR (O HI (fir nicht intensive Therapie) & Mein

Treatment failure

Datum Response

() Primar refraktare Erkrankung () Tod in der Aplasie () Tod wegen unklarer Ursache (&) Mein

Relaps nach CR

(O Ja (O Mein (& Micht zutreffend

PD

(3 da (O Mein (&) Nicht zutreffend

Lebend

(O Ja (& Nein

0s 50 | Tage
RFS Tage
EFS 50 | Tage

Dauer anderer Response

Datum Failure

Datum Relaps

Datum PD

Last Follow-Up

Sterbedatum | 15.02.2019

Tage

OS, RFS und EFS werden anhand der eingegebenen Zeitpunkte des CR/CRis, des

Rezidivs oder eines Events automatisch durch die Datenbank berechnet.

o Therapiebezogene Daten:

= Therapieregime:

wurden unter [7+3°

DA (Daunorubicin +

Hochdosis  Induktionstherapien

zusammengefasst und beinhalten:

Cytarabin), IDA-FLAG (Idarubicin, Fludarabin,
hochdosiertes Cytarabin, GCSF zur Rezidivtherapie),
CLARA (Clofarabin + Cytarabin), IA (ldarubicin +

Cytarabin), HAM (Hochdosis Cytarabin + Midostaurin),
MIDAC (Mitoxantrone + Cytarabin). Auch verschiedenste
Hochdosis-Studien wurden miteinbezogen.

AnschlieRend zeigt das entsprechende Eingabeformular
der RDA beispielhaft, dass im Falle dieses/dieser fiktiven
Patienten/in die Therapie mit 7+3 in Kombination mit

Gemtuzumab Ozogamicin begonnen und anschliel}end mit
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Cytarabin,

wieder

Ozogamicin, konsolidiert wurde.

Therapie und Outcome

in Kombination mit Gemtuzumab

Regimen? Regimen2 Regimen3 Regimen kombiniert
1| 743 Gemtuzumab Ozog: 7+3 [ Gemtuzumab Ozogamicin
2 | AraC Kons Gemtuzumab Ozog: AraC Kons / Gemtuzumab Ozogamicin

e Nebenzielgrofien:

o Parameter, welche bei Diagnosestellung erfasst wurden:

Zytogenetik

Diagnosedatum

Alter und Geschlecht der Patient*Innen

ELN Risikostratifizierung 2017 siehe (18)

sekundare AML

Therapie-assoziierte AML

Zytogenetik mit Karyotyp und FISH, Beispiel Screenshot RDA-

Datenbank:

+) Durchgefiihrt " Micht durchgefiihit ) Kein Wachstum

Karyotyp

46 XY[17]

FISH Ergebnis

Zeilenumbruch mit <Shift=<CR= ader <Alt=<CR>

kein Hinweis auf Translokation 8/21 (AML1/ETO=RUNX1T/RUNXIT1}
kein Hinweis auf Translokation 9722 (BCR/ABL)

kein Hinweis auf Deletion 9p
kein Hinweis auf Translokation 6/9 (DEK/MNUPZ214)
kein Hinweis auf Deletion 5g bzw. Monosomie 5

molekulargenetische

Risikostratifizierung
Therapiebeginn erhoben: TP53, NPM1, biallelic CEBPA, FLT3 ITD
with high allelic ratio (= 0,5), ASXL1, RUNX1

Mutationen zur

Bestatigung der ELN

2017, zum  Diagnosezeitpunkt, vor
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weitere erhobene, aber nicht in der ELN berucksichtigte,
Mutationen: ANKRD26, BCOR, BRAF, CALR, CBL, CSF3R,
CXCR4, DDX41, DNMT3A, ELANE, ETNK1, ETV6, EZH2, FLT3
ohne ITD, GATA2, HAX1, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL,
NF1, NRAS, PHF6, PTPN11, SETBP1, SF3B1, SF3B2, SFRP1,
SRP72, SRSF2, STAG2, STAG3, STAT5B, TET2, U2AF1, WT1,
ZRSR2

Sequenzierungspanels: Untersuchung der haufigsten Mutationen

bei AML beziehungsweise anderer neoplastischer myeloischer

Erkrankungen mittels NGS:

AMLv2: Das AMLvV2 Panel analysiert die gesamte
kodierende Sequenz von CEBPA, DNMT3A, GATA2, TET2
und TP53 sowie Mutations-Hotspots in ASXL1, BRAF, CBL,
FLT3 (D835), IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, NPM1
(Tetrainsertion), NRAS, PTPN11, RUNX1 und WTT.

NM: Das lon Torrent Ampliseq Panel flir myeloide
Neoplasien (MN) untersucht die gesamte kodierende
Region von CEBPA, BCOR, DDX41, DNMT3a, ETVE,
GATA2, NF1, PHF6, SF3B2, SFRP1, SRP72, STAG2,
TP53, ZRSR2 sowie Mutationshotspots in NPM1, ASXL1,
BRAF, CALR, CBL, CSF3R, ETNK1, EZH2, FLT3, IDH1,
IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NRAS, PTPN11, RUNX1,
SETBP1, SF3B1, SRSF2, STAT3, TET2, U2AF1 und WTT.
MNP2019v2: Das lon Torrent Ampliseq Panel fir
myeloische Neoplasien (MNP2019v2) untersucht die
gesamte kodierende Region von ANKRDZ26, BCOR,
CEBPA, DDX41, DNMT3a, ELANE, ETV6, GATA2, HAX1,
NF1, PHF6, SF3B2, SFRP1, SRP72, STAG2, TP53,
ZRSR?2 sowie Mutationshotspots in NPM1, ASXL1, BRAF,
CALR, CBL, CSF3R, CXCR4, ETNK1, EZH2, FLT3, IDH1,
IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NRAS, PTPN11, RUNX1,
SETBP1, SF3B1, SRSF2, STAT3, STATSB, TET2, U2AF1
und WTT.
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Wie im unten angefuhrten Screenshot  des
Eingabeformulars mit fiktiven Werten ersichtlich, wurden in
die RDA unter den Rastern Genetik 1-4, sowohl die
Mutationen als auch deren cDNA-Abschnitt, deren
Aminosauresequenz  und der Mittelwert, der im
molekularpathologischen Befund angegebenen
dazugehodrigen VAF, eingetragen. Diese stellt die relative
Haufigkeit eines mutierten Allels in der Gesamtprobe dar.
Eine VAF von 50% bedeutet entweder, dass 100% der
Leukdmiezellen die Mutation heterozygot tragen, oder dass
50% der Zellen homozygote Trager sind. Kamen mehrere
verschiedene Mutationen eines Gens vor, wurde die

Variante mit der hochsten VAF dokumentiert.

O RDA Projekt: MedHsma - Leukemia Biobank - X
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3.6. Statistische Auswertung

Die Patient*innendaten wurden in tabellarischer Form aus der RDA-Datenbank via
Microsoft Excel in die Statistiksoftware IBM© SPSS© Statistics 27 Ubertragen. Mit

diesem wurden anschlieiend samtliche statistische Auswertung durchgefuhrt,

wobei ein p-Wert von < 0,05 als signifikant gewertet wurde. Dabei wurden die CR-

Raten durch den exakten Test nach Fisher verglichen. Des Weiteren wurden die

empirisch ermittelten Uberlebenszeiten von qualitativ skalierten Variablen in Form

von Kaplan-Meier-Kurven grafisch dargestellt und mithife des Log-Rank Tests
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verglichen. In den zu den Kurven gefertigten ,patients at risk“ Tabellen wurden zum
jeweiligen Zeitpunkt in jahrlichem Abstand die Anzahl der zu diesem Zeitpunkt in
der Studie verbliebenen Patient*innen, d.h. ohne bis dahin verstorbenen oder
zensierten Patienten. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die in Tagen
erhobenen Uberlebenszeiten in den Uberlebenszeitanalysen in Jahre, indem die
Tage durch 365,25 dividiert wurden, umgerechnet. Alle statistischen Tests wurden

2-seitig durchgeflhrt.

4. Ergebnisse

Insgesamt wurde, seit Einfihrung des NGS im Rahmen der initialen Diagnostik,
dieses bei 236 AML Patient*innen an der Klinischen Abteilung fir Hamatologie am
LKH Universitatsklinikum Graz durchgefuhrt. Davon wurden 138 Patient*innen mit
hochdosierter Polychemotherapie mit oder ohne darauffolgende
Stammzelltransplantation behandelt. Auf diese Kohorte der intensiv behandelten

Patient*innen soll in weiterer Folge der Schwerpunkt dieser Arbeit gelegt werden.

4.1. Patientencharakteristika

Tabelle 4: Therapie der gesamten Kohorte

Gesamte Kohorte 236
Therapie intensiv 7+3 127 (54%)
Studie 11 (5%)
nicht-intensiv 65 (28%)
BSC 33 (14%)

Tabelle 5: Charakteristika AML diagnostizierter Patient*innen, an welchen ein NGS

durchgefiihrt wurde und welche mit intensiver Chemotherapie behandelt wurden

Intensive Therapie 138

Alter <65 89 (64%)
> 65 49 (36%)

Geschlecht weiblich 67 (49%)
mannlich 71 (51%)

De-novo AML 111 (80%)

33



Sekundare AML 27 (20%)
Therapie 18 (13%)
assoziiert
ELN gunstig 34 (24%)
intermediar 37 (27%)
ungunstig 67 (49%)
TP53 23 (17%)
NPM1 gesamt 35 (25%)
ELN glnstig 21 (15%)
biallelic CEBPA 5 (4%)
FLT3 gesamt 46 (33%)
ITD mit high allelic ratio 20,5 | 10 (7%)
ASXL1 gesamt 12 (9%)
ELN unguinstig 8 (6%)
RUNX1 gesamt 23 (17%)
ELN ungunstig 21 (15%)
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4.2. CR-Ratenintensiver und nicht-intensiver Therapie

Das folgende Diagramm zeigt den Vergleich der prozentualen Haufigkeiten des
Erreichens einer CR/CRIi nach intensiver und nach nicht-intensiver Therapie der
AML. Von den 138 intensiv therapierten Patient*innen erreichten 109 eine CR/CRi,
wodurch sich eine Rate von 78,99% ergibt. In der Gruppe der 65 nicht-intensiv
therapierten Patient*innen erreichen gerade einmal 6 eine CR/CRI. Die sich daraus
ergebende Rate betragt 9,52%. Der grol’e Unterschied der CR-Raten der beiden
Gruppen erweist sich als statistisch signifikant mit einem p-Wert von <0,001 (Fishers

exakter Test).

100 ~

90 A

78,99

80 A

70 A

60 A

50 7

CRrate (%)

40 A
30

20 1
9,52

I

intensive therapy (7+3, study) non-intensive therapy (LDAC, Venetoclax,
Azacitidin, Decitabin)

10 7

O |

Abbildung 1: CR-Raten intensiv vs nicht-intensiv
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4.3. Uberlebenskurven
4.3.1. OS dergesamten Kohorte

Die folgende Kaplan-Meier-Kurve  zeigt den zeitlichen Verlauf der
Wahrscheinlichkeit des OS der 236 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen
Abteilung fir Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der
initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde. Dazu z&hlen intensiv, nicht-
intensiv. und nur mit BSC therapierte Patient*innen. 164 dieser Patient*innen
verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 72 wurden zensiert gewertet.
Die mediane Uberlebenszeit dieser gesamten Kohorte betragt 0,78 Jahre (= 285
Tage) (95%CI 0,56-0,99). Es zeigt sich eine 2-Jahres-Uberlebensrate von 32,39%

und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von gerade einmal 16,81%.

I . - , .
2-year survival 32,39%  5-year survival 16,81% —Msurvival function

100 +— censored

80

60

median survival time 0 78a

40

probability of overall survival (%)

20

L W u |
T " T T

time (years)

patients at 236 84 52 26 13 8 4 2 1 1 0 0 0
risk

Abbildung 2: Uberlebenskurve, OS der gesamten Kohorte
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4.3.2. OS derverschiedenen Therapiegruppen

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen den zeitlichen Verlauf der Wahrscheinlichkeit des
OS der 236 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung flr
Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik
ein NGS durchgefuhrt wurde und welche einer Therapie unterzogen wurden. Dazu
zahlen 138 intensiv, 65 nicht-intensiv und 33 nur mit BSC therapierte Patient*innen.
164 dieser Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 72
wurden zensiert gewertet. Betrégt die mediane Uberlebenszeit der intensiv
therapierten Patient*innen noch 1,68 Jahre (95%CI 0,64-2,71), reduziert sich diese
bei den nicht-intensiv therapierten Patient*innen auf 0,46 Jahre (= 168 Tage)
(95%CI1 0,29-0,63) und bei den nur mit BSC therapierten Patient*innen auf 0,1 Jahre
(= 37 Tage) (95%Cl 0,07-0,12). Auch in den Uberlebensraten setzt sich dieser
Trend fort. Nach zwei Jahren leben nach intensiver Therapie 48,2%, nach nicht-
intensiver Therapie 10,83% und nach BSC kein/keine Patient*in mehr bzw. wurden
die Patient*innen als zensiert nicht weiter beobachtet. Nach funf Jahren leben nur
mehr 28,37% der intensiv therapierten Patient*innen, wahrend in den anderen
beiden Gruppen bereits alle Patient*innen verstorben oder als zensiert nicht weiter
beobachtet worden sind. Diese in den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede
der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Therapiegruppen sind miteinem p-Wert
von <0,001 signifikant (Log Rank).
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Abbildung 3: Uberlebenskurven, OS therapierter Patient*innen

In weiterer Folge wurde der etwaige Einfluss ausgewahlter zum Diagnosezeitpunkt
erhobener Parameter auf das OS untersucht. Die zu diesem Zweck erstellten
Uberlebenszeitanalysen wurden ausschlieRlich an der Kohorte der intensiv

therapierten Patient*innen durchgefihrt.

4.3.3. RFS intensiv therapierter Patient*innen

Die unten angefuhrte Kaplan-Meier-Kurve zeigt den zeitlichen Verlauf der
Wahrscheinlichkeit des RFS von 109 der 138 AML-Patient*innen bei denen an der
Klinischen Abteilung fir Hdmatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen
der initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde und welche einer intensiven
Polychemotherapie unterzogen wurden. Wie im Kapitel 4.2. ersichtlich, erreichten
29 der 138 intensiv therapierten Patienten keine CR/CRI, weshalb sie auch kein

RFS aufweisen konnten. 66 der anfangs genannten Patient*innen erlitten ein
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Rezidiv und waren wahrend des Beobachtungszeitraumes noch am Leben oder
verstarben nachweislich. 43 Patient*innen wurden zensiert gewertet, was bedeutet,
dass sie in dieser Zeitspanne am Leben waren und kein Rezidiv aufwiesen. Die
mediane rezidivfreie Uberlebenszeit dieser Kohorte betragt 1,08 Jahre (95%CI
0,71-1,46).

| I survival function

100 +—censored

&0

&0

median survival time

40

probability of relapse{ree survival (%)

0 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 1w n 12
time (years)

patients at
risk: 109 48 31 16 8 5 3 1 1 1 1 0

Abbildung 4: Uberlebenskurve, RFS intensiv therapierter Patient*innen

4.3.4. EFS intensiv therapierter Patient*innen

Die folgende Kaplan-Meier-Kurve  zeigt den zeitlichen Verlauf der
Wahrscheinlichkeit des EFS der 138 AML-Patient'innen bei denen an der
Klinischen Abteilung fir Hdmatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen
der initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde und welche einer intensiven
Polychemotherapie unterzogen wurden. 91 dieser Patient*innen wiesen im
Untersuchungszeitraum ein ,event® auf, d.h. sie verstarben nachweislich oder sie

waren am Leben, erlitten jedoch ein Rezidiv oder ein ,treatment failure®. 47
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Patient*innen wurden zensiert (lebend und kein treatment failure oder Rezidiv)
gewertet. Die mediane eventfreie Uberlebenszeit dieser Kohorte betragt 1,02 Jahre
(95%CI 0,8-1,24).

—Isurvival function

100 —t— censored

80

60

median survival time

40

20 T T

probability of eventfree survival (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 0 12
time (years)

patients at:
risk 138 57 33 18 10 6 3 1 1 1 1 0

Abbildung 5: Uberlebenskurve, EFS intensiv therapierter Patient*innen

4.3.5. OS <65-Jahriger und >65-Jahriger intensiv therapierter Patient*innen
Die folgenden Uberlebenskurven  zeigen den zeitlichen Verlauf der
Wahrscheinlichkeit des OS der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen
Abteilung fuir Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der
initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde und welche einer intensiven
Polychemotherapie unterzogen wurden. 89 der Patient*innen waren <65 und 49 >65
Jahre alt. 80 dieser Patient*innen verstarben nachweislich  im
Untersuchungszeitraum, 58 wurden zensiert gewertet. Die medianen
Uberlebenszeiten betrugen bei den <65-Jahrigen 2,49 Jahre (95%Cl 1,09-3,89) und

bei den >65-Jahrigen 1,27 Jahre (95%CI 0,91-1,62). Nach zwei
40



Beobachtungsjahren lebten noch 53,14% der <65-Jahrigen und 39,98% der >65-
Jahrigen, nach funf Jahren noch 34,14% und 19,22%. Diese in den Kurven grafisch
dargestellten  Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen

Altersgruppen sind mit einem p-Wert von 0,053 knapp nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 6: Uberlebenskurven, OS <65-Jahriger und >65-Jéhriger intensiv therapierter Patient‘innen

4.3.6. OS weiblicher und mannlicher intensiv therapierter Patient*innen

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen den zeitlichen Verlauf der Wahrscheinlichkeit des
OS der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung fir
Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik
ein NGS durchgefihrt wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie
unterzogen wurden. Davon waren 67 dem weiblichen und 71 dem mannlichen

Geschlecht zugehorig. 80 dieser Patient*innen verstarben nachweislich im
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Untersuchungszeitraum, 58 wurden zensiert gewertet. Wahrend die Frauen eine
mediane Uberlebenszeit von 2,49 Jahren (95%CI 1,13-3,85) aufwiesen, betrug
diese bei Mannern 1,29 Jahre (95%CI 0,98-1,59). Nach zwei Beobachtungsjahren
lebten noch 52,9% der Frauen und 43,65% der Manner, nach funf Jahren noch
32,41% und 24,02%. Diese in den Kurven grafisch dargestellten leichten
Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Geschlechter sind mit

einem p-Wert von 0,099 nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 7: Uberlebenskurven, OS w eiblicher und ménnlicher intensiv therapierter Patient*innen
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4.3.7. OS de-novo und sekundar diagnostizierter intensiv therapierter
Patient*innen
Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen den zeitlichen Verlauf der Wahrscheinlichkeit des
OS der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung flr
Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik
ein NGS durchgefuhrt wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie
unterzogen wurden. Davon wurden 111 de-novo und 27 sekundar auf dem Boden
einer vorbestehenden einschlagigen Erkrankung diagnostiziert. 80 dieser
Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 58 wurden
zensiert gewertet. Wahrend die neu-diagnostizierten Patient*innen eine mediane
Uberlebenszeit von 2,49 Jahren (95%CI 1,43-3,56) aufwiesen, betrug diese bei
sekundarer AML 0,78 Jahre (= 285 Tage) (95%Cl 0,7-0,85). Nach zwei
Beobachtungsjahren lebten noch 53,68% der neu-diagnostizierten und 24,75% der
sekundar-diagnostizierten Patient*innen, nach finf Jahren noch 33,56% und
12,38%. Diese in den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede der
Uberlebensdauer dieser beiden Gruppen sind mit einem p-Wert von 0,006

signifikant (Log Rank).
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Abbildung 8: Uberlebenskurven, OS de-novo und sekundar diagnostizierter intensiv therapierter Patient*innen

4.3.8. OS therapieassoziierter und nicht-therapieassoziierter intensiv
therapierter Patient*innen
Die folgenden Kaplan-Meier-Kurven zeigen den zeitlichen Verlauf der
Wahrscheinlichkeit des OS der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen
Abteilung fur Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der
initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt wurde und welche einer intensiven
Polychemotherapie unterzogen wurden. Davon wiesen 120 eine nicht-
therapieassoziierte und 18 eine therapieassoziierte Genese auf. 80 dieser
Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 58 wurden
zensiert gewertet. Die mediane Uberlebenszeit der nicht-therapieassoziierten
Patient*innen betrug 1,42 Jahre (95%CI 0,39-2,45), die der therapieassoziierten
Patient*innen 3 Jahre (95%CI 0-6,17). Nach zwei Beobachtungsjahren lebten noch
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47,48% der nicht-therapieassoziierten und 53,33% der therapieassoziierten
Patient*innen, nach funf Jahren noch 26,8% und 35,56%. Diese in den Kurven
grafisch dargestellten leichten Unterschiede der Uberlebensdauer der beiden

Gruppen sind mit einem p-Wert von 0,331 nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 9: Uberlebenskurven, OS therapieassoziierter und nicht-therapieassoziierter intensiv therapierter
Patient*innen

4.3.9. OS von intensiv therapierten und nach ELN 2017 risikostratifizierten
Patient*innen

Die folgenden Kaplan-Meier-Kurven zeigen den zeitlichen Verlauf der

Wahrscheinlichkeit des OS der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen

Abteilung fir Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der

initialen Diagnostik ein NGS durchgefiihrt wurde und welche einer intensiven

Polychemotherapie unterzogen wurden. Davon wurden 35 als gunstig, 37 als
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intermediar und 66 als ungunstig nach ELN 2017 risikostratifiziert. 80 dieser
Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 58 wurden
zensiert gewertet. Wahrend der Median der Uberlebenszeit von der Gruppe der
gunstig stratifizierten Patient*innen nicht erreicht wird, fallt er bei den intermediar
Stratifizierten auf 1,8 Jahre (95%CI 0,77-2,83) und bei den ungunstig Stratifizierten
auf 1,11 Jahre (95%CI 0,66-1,57) ab. Auch in den Uberlebensraten setzt sich dieser
Trend fort. Nach zwei Jahren leben gunstig Risikostratifizierte mit 67,7%iger,
intermediar Risikostratifizierte mit 48,75%iger und ungunstig Risikostratifizierte mit
38,12%iger Wahrscheinlichkeit. Nach funf Beobachtungsjahren sind noch 57,28%
der gunstig Stratifizierten am Leben, wahrend in der Gruppe der intermediar
Stratifizierten alle Patient*innen verstorben oder als zensiert nicht weiter beobachtet
worden sind und in der Gruppe der ungunstig Stratifizierten mit 20,87% deutlich
schlechtere Raten bestehen. Diese in den Kurven grafisch dargestellten
Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Risikogruppen sind mit

einem p-Wert von 0,014 signifikant (Log Rank).
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Abbildung 10: Uberlebenskurven, OS von intensiv therapierten und nach ELN 2017 risikostratifizierten
Patient*innen

4.4. Next-Generation Sequencing

4.41. Haufigkeitsverteilung der Mutationen

Die untenstehenden Darstellungen dienen der Veranschaulichung der
Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher untersuchter Mutationen welche bei den 138
AML-Patient*innen, bei denen an der Klinischen Abteilung flir Hamatologie am LKH
Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgefuhrt
wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden,
gefunden wurden. Insgesamt werden 49 verschiede Mutationen gezeigt, wovon 40
in der untersuchten Kohorte auftraten. Die Mutationen BRAF, CALR, CXCRA4,
ELANE, EZH2, MPL, SFRP1, STAT3 und STAT5B wurden erhoben, waren jedoch
bei keiner Testperson positiv. Zu den 45 durch NGS detektierten Mutationen wurden
zusatzlich high ratio (= 0,5) FLT3-ITDs und drei zytogenetische in der ELN 2017
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berlcksichtigte Mutationen, inv(16)/t(16;16), inv(3)/t(3;3), (8;21), in der
Haufigkeitsverteilung angefuhrt.

Die Integration der ELN 2017 in die Darstellungen soll veranschaulichen, in welche
Risikogruppe, Patienten, bei denen eine bestimmte Mutation entdeckt wurde,
eingeteilt wurden. Beispielhaft lasst sich anhand des Balkens der TP53 Mutation
einfach erkennen, dass alle diese Mutation aufweisenden Patienten, unabhangig
von sonstigen genetischen Faktoren, korrekt laut ELN zur adverse risk group

gezahlt wurden.
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Abbildung 11: Diagramm 1, Haufigkeitsverteilung der Mutationen

In der zweiten Darstellung zur Haufigkeitsverteilung der untersuchten Mutationen
lassen sich die individuellen Mutationsprofile der einzelnen Patienten
ausgenommen von bestimmten nicht dargestellten zytogenetischen Mutationen
nachvollziehen. Ein Kastchen auf der horizontalen Achse steht flir einen Patienten,
wobei Informationen, welche mdglicherweise auf Individuen rickschlieRen lassen
kdonnten, aus Datenschutzgrinden entfernt wurden.

Dadurch lasst sich nachvollziehen, dass meist nicht einzelne Mutationen, sondern
deren Kombinationen die Einteilung in eine Risikogruppe nach ELN 2017 bedingen.
Zusatzlich wurden sowohl die Haufigkeiten der Mutationen von oben nach unten
absteigend als auch die Mutationslast der Patienten von links nach rechts

abnehmend dargestellt.
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Abbildung 12: Diagramm 2, Haufigkeitsverteilung Mutationen
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. Mutation Wildtyp oder Genlokus wurde nicht untersucht

4.4.2. OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne TP53 Mutation

Die folgenden Kaplan-Meier-Kurven zeigen den zeitlichen Verlauf der
Wahrscheinlichkeit des OS der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen
Abteilung fir Hamatologie am LKH Universitatsklinkum Graz im Rahmen der
initialen Diagnostik ein NGS durchgefiihrt wurde und welche einer intensiven
Polychemotherapie unterzogen wurden. Davon wiesen 23 eine TP53 Mutation und

115 einen TP53 Wildtyp auf. 80 dieser Patient*innen verstarben nachweislich im
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Untersuchungszeitraum, 58 wurden zensiert gewertet. Wahrend Patient*innen mit
TP53 Wildtyp eine mediane Uberlebenszeit von 2,02 Jahren (95%CIl 0,88-3,16)
aufwiesen, wahrte diese bei Patient*innen mit einer TP53 Mutation nur 0,84 Jahre
(= 307 Tage) (95%CIl 0,35-1,32). Nach zwei Beobachtungsjahren lebten noch
51,06% der Personen ohne und 32,57% der Personen mit TP53 Mutation, nach funf
Jahren noch 29,28% und 24,43%. Diese in den Kurven grafisch dargestellten
Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Genetik sind miteinem p-
Wert von 0,108 nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 13: Uberlebenskurven, OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne TP53 Mutation

4.4.3. OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne NPM1 Mutation
Die Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 132 der 138
AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung flir Hamatologie am LKH
Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgeflhrt
wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden dar. Bei
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den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht. Von den
untersuchten Patient*innen wiesen 35 eine NPM1 Mutation und 97 den Wildtyp auf.
77 dieser Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55
wurden zensiert gewertet. Die mediane Uberlebenszeit betrug ohne Mutation 2,37
(95%CI 1,21-3,53) und mit Mutation 1,17 Jahre (95%CI| 0,54-1,8). Nach zwei
Beobachtungsjahren lebten noch 52,48% der Personen ohne und 36,1% der
Personen mit TP53 Mutation, nach funf Jahren noch 27,59% und 30,08%. Diese in
den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede der Uberlebensdauer der
unterschiedlichen Genetik sind mit einem p-Wert von 0,265 nicht signifikant (Log
Rank).
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Abbildung 14: Uberlebenskurven, OS intensiv therapierter Patient‘innen mit und ohne NPM1 Mutation
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44.4. OS intensiv therapierter Patient*innen mit NPM1 Mutation ohne FLT3-
ITD/mit FLT3-ITD mit low allelic ratio <0,5 versus Rest der intensiv
therapierten Kohorte

Die Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 132 der 138

AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung fur Hdmatologie am LKH

Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgefihrt

wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden dar. Bei

den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht. Von den
untersuchten Patient*innen wiesen 21 eine NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD/mit

FLT3-ITD mit low allelic ratio <0,5 (= Gruppe1) auf. Die tbrigen 111 Patient*innen

wurden zum Rest der intensiv therapierten Kohorte gezahlt (= Gruppe2). 77 dieser

Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55 wurden

zensiert gewertet. Die mediane Uberlebenszeit betrug in Gruppel 2,81 und in

Gruppe2 1,42 Jahre (95%CIl 0,42-2,42). Nach zwei Beobachtungsjahren lebten

noch 56,41% der Gruppe1 und 47,12% der Gruppe2, nach funf Jahren noch 47,01%

und 24,77%. Diese in den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede der

Uberlebensdauer der unterschiedlichen Genetik sind mit einem p-Wert von 0,305

nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 15: OS intensiv therapierter Patient*innen mit NPM1 Mutation ohne FLT3-[TD/mit FLT3-ITD mit low
allelic ratio <0,5 versus Rest der intensiv therapierten Kohorte

4.4.5. OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne biallelic CEBPA
Mutation

Die Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 132 der 138
AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung fir Hdmatologie am LKH
Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgeflhrt
wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden, dar. Bei
den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht. Von den
untersuchten Patient*innen wiesen 127 entweder einen CEBPA Wildtyp oder eine
monoallelic CEBPA Mutation und nur 5 eine biallelic CEBPA Mutation auf.

77 dieser Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55
wurden zensiert gewertet. Wahrend Patient*innen mit CEBPA Wildtyp/monoallelic
CEBPA eine mediane Uberlebenszeit von 1,68 Jahren (95%Cl 0,6-2,76) aufwiesen,
wird der Median bei Patient*innen mit einer biallelic CEBPA nicht erreicht. Nach

zwei Beobachtungsjahren lebten noch 48,22% der Personen ohne und 53,33% der
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Personen mit einer CEBPA Mutation auf beiden Allelen, nach funf Jahren noch
27,24% der wildtyp/monoallelic Gruppe. Bei der biallelic Gruppe gibt es keinen so
lange dauernden Beobachtungszeitraum. Diese in den Kurven grafisch
dargestellten Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Genetik

sind mit einem p-Wert von 0,589 nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 16: Uberlebenskurven, OS intensiv therapierter Patientinnen mit und ohne biallelic CEBPA
Mutation

4.4.6. OS FLT3-ITD mit high allelic ratio 20,5 intensiv vs FLT3 Wildtyp/FLT 3
Mutation ohne ITD/low allelic ratio <0,5

Die folgenden Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 133
der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung fur Hamatologie
am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS
durchgefuhrt wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen
wurden dar. Bei den fehlenden 5 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht.
Von den untersuchten Patient*innen wiesen 123 entweder einen FLT3 Wildtyp oder
eine FLT3 Mutation ohne ITD oder eine ITD mit einem low allelic ratio von <0,5 und
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nur 10 eine FLT3-ITD mit einem high allelic ratio von 20,5, auf. 78 dieser
Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55 wurden
zensiert gewertet. Wahrend Patient*innen ohne eine high allelic ratio FLT3-ITD eine
mediane Uberlebenszeit von 2,37 Jahren (95%CI 1,32-3,43) aufwiesen, wahrte
diese bei Patient*innen mit ebendieser Mutation nur 0,36 Jahre (= 132 Tage)
(95%CI 0-0,89). Nach zwei Beobachtungsjahren wurden noch 51,14% der
Personen ohne und keine Person mit einer FLT3-ITD mit high allelic ratio 20,5
beobachtet oder als lebend dokumentiert. Nach finf Jahren lebten noch 29,44% der
ersteren Gruppe, wahrend die Personen der Gruppe mit dem high allelic ratio
bereits alle verstorben oder als zensiert nicht weiter beobachtet worden sind. Diese
in den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede der Uberlebensdauer der

unterschiedlichen Genetik sind miteinem p-Wert von <0,001 signifikant (Log Rank).
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Abbildung 17: Uberlebenskurven, OS FLT3-ITD mit high allelic ratio 20,5 intensiv vs FLT3 Wildtyp/FLT3
Mutation ohne ITD/low allelic ratio <0,5
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4.4.7. OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne ASXL1 Mutation

Die Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 132 der 138
AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung fir Hamatologie am LKH
Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgefihrt
wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden dar. Bei
den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht. Von den
untersuchten Patient*innen wiesen 120 einen ASXL1 Wildtyp und nur 12 eine
ASXL1 Mutation auf. 77 dieser Patientinnen verstarben nachweislich im
Untersuchungszeitraum, 55 wurden zensiert gewertet. Wahrend Patient*innen mit
ASXL1 Wildtyp eine mediane Uberlebenszeit von 1,68 Jahren (95%CI 0,67-2,68)
aufwiesen, wahrte diese bei Patient*innen mit einer ASXL1 Mutation 1,11 Jahre
(95%CI 0-3,01). Nach zwei Beobachtungsjahren lebten noch 48,88% der Personen
ohne und 46,3% der Personen mit ASXL1 Mutation, nach funf Jahren noch 27,65%
und 30,86%. Diese in den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede der
Uberlebensdauer der unterschiedlichen Genetik sind mit einem p-Wert von 0,901

nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 18: Uberlebenskurven, OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne ASXL1 Mutation

44.8. OS intensiv therapierter Patient*innen mit ASXL1 Mutation und
ungunstiger Risikostratifizierung nach ELN 2017 vs ASXL1 Wildtyp
und ASXL1 Mutation und giinstiger/intermediarer Risikostratifizierung

Die Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 132 der 138

AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung flir Hamatologie am LKH

Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgefihrt

wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden dar. Bei

den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht. Von den
untersuchten Patient*innen wiesen 8 eine ASXL1 Mutation mit einer ungunstigen

Risikostratifizierung (= Gruppe1) und 124 den Wildtyp oder eine ASXL1 Mutation

mit gunstiger/intermedidrer Risikostratifizierung (= Gruppe2) auf. 77 dieser

Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55 wurden

zensiert gewertet. Die mediane Uberlebenszeit betrug in Gruppe1l 0,79 Jahre
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(95%Cl1 0,14-1,43) und in Gruppe2 1,8 Jahre (95%CI 0,78-2,82). Nach zwei
Beobachtungsjahren lebten noch 30% der Gruppe1 und 49,63% der Gruppe2. Nach
funf Jahren sind in Gruppe1 bereits alle Patient*innen verstorben oder als zensiert
nicht weiter beobachtet worden, wahrend in Gruppe2 29,3% noch am Leben sind.
Diese in den Kurven grafisch dargestellten Unterschiede der Uberlebensdauer der
unterschiedlichen Genetik sind mit einem p-Wert von 0,116 nicht signifikant (Log
Rank).
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Abbildung 19: OS intensiv therapierter Patient*innen mit ASXL1 Mutation und unglinstiger Risikostratifizierung
nach ELN 2017 vs ASXL1 Wildtyp und ASXL1 Mutation und glinstiger/intermediarer Risikostratifizierung

449. OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne RUNX1 Mutation
Die nachfolgenden Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von
132 der 138 AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung flr
Hamatologie am LKH Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik
ein NGS durchgefihrt wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie

unterzogen wurden dar. Bei den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht
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untersucht. Von den untersuchten Patient*innen wiesen 109 einen RUNX1 Wildtyp
und nur 23 eine RUNX1 Mutation auf. 77 dieser Patient*innen verstarben
nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55 wurden zensiert gewertet. Wahrend
Patient*innen mit RUNX1 Wildtyp eine mediane Uberlebenszeit von 1,42 Jahren
(95%CI 0,3-2,54) aufwiesen, wahrte diese bei Patient*innen mit einer RUNX1
Mutation 1,68 Jahre (95%CI 0-3,58). Nach zwei Beobachtungsjahren lebten noch
48,73% der Personen ohne und 46,93% der Personen mit RUNX1 Mutation, nach
funf Jahren noch 28,55% und 24,13%. Diese in den Kurven grafisch dargestellten
leichten Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Genetik sind mit
einem p-Wert von 0,795 nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 20: Uberlebenskurven, OS intensiv therapierter Patient*innen mit und ohne RUNX1 Mutation
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4.410. OS intensiv therapierter Patient*innen mit RUNX1 Mutation und
ungunstiger Risikostratifizierung nach ELN 2017 vs RUNX1 Wildtyp
und RUNX1 Mutation und glinstiger/intermediarer Stratifizierung

Die Kaplan-Meier-Kurven stellen die Wahrscheinlichkeit des OS von 132 der 138

AML-Patient*innen bei denen an der Klinischen Abteilung fur Hamatologie am LKH

Universitatsklinikum Graz im Rahmen der initialen Diagnostik ein NGS durchgefihrt

wurde und welche einer intensiven Polychemotherapie unterzogen wurden dar. Bei

den fehlenden 6 Patienten wurde dieser Mutation nicht untersucht. Von den
untersuchten Patient*innen wiesen 21 eine RUNX1 Mutation mit einer ungunstigen

Risikostratifizierung (= Gruppe1) und 111 den Wildtyp oder eine RUNX1 Mutation

mit gunstiger/intermediarer Risikostratifizierung (= Gruppe2) auf. 77 dieser

Patient*innen verstarben nachweislich im Untersuchungszeitraum, 55 wurden

zensiert gewertet. Die mediane Uberlebenszeit betrug in Gruppe1l 1,68 Jahre

(95%Cl1 0-3,57) und in Gruppe2 1,42 Jahre (95%Cl 0,3-2,54). Nach zwei

Beobachtungsjahren lebten noch 48,37% der Gruppe1 und 48,45% der Gruppe2,

nach funf Jahren noch 24,88% und 28,38%. Diese in den Kurven grafisch

dargestellten Unterschiede der Uberlebensdauer der unterschiedlichen Genetik
sind mit einem p-Wert von 0,936 nicht signifikant (Log Rank).
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Abbildung 21: OS intensiv therapierter Patient*innen mit RUNX1 Mutation und ungunstiger Stratifizierung nach
ELN 2017 vs RUNX1 Wildtyp und RUNX1 Mutation und giinstiger/intermedidrer Stratifizierung

5. Diskussion

Die im vorherigen Kapitel berechneten Daten sollen nun interpretiert und diskutiert
werden. Ob sich die Remissionsraten und das Gesamtuberleben bei AML
Patient*innen seit Einflhrung von NGS in die klinische Routine von denselben
Parametern in der pra-Ara unterscheiden, soll durch Vergleich mit dem Datensatz
aus den Jahren 2002-2008, aus einer von A. Loindl unter Anleitung von Ao. Univ.-
Prof. Dr. G. Jager durchgefuhrten Diplomarbeit, Uberpruft werden. In ebendieser
Studie wurden 186 Patient*innen, bei ausgeglichenem Geschlechterverhaltnis (89
Frauen, 97 Manner), untersucht, von denen 178 mit einer intensiven Chemotherapie
behandelt wurden. Zum Vergleich werden in der vorliegenden Arbeit die Daten von
138 intensiv  behandelten  Patient*innen, mit ahnlich  ausgeglichenem
Geschlechterverhaltnis (67 Frauen, 71 Manner), herangezogen. Da keine

Originaldaten der Vorstudie vorlagen, konnten die Ergebnisse zwar in Bezug
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gesetzt und diskutiert, ein direkter statistischer Vergleich jedoch nicht durchgefiihrt
werden. (47)

Der Unterschied der CR-Raten intensiv versus nicht-intensiv therapierter
Patient*innen unserer Kohorte ist klar signifikant und bestatigt warum die intensive
Polychemotherapie bei AML Patienten seit Jahrzehnten die Methode der ersten
Wahl darstellt. Jedoch bedeutet die wesentlich niedrigere CR-Rate der nicht-
intensiv therapierten Patient*innen nicht, dass diese Therapiemethoden unwirksam
sind, stellen sie doch fur diejenigen fur eine Polychemotherapie ungeeigneten
Patienten eine wichtige Behandlungsalternative dar, welche immerhin in 9,52% der
Falle unserer Kohorte eine CR bewirkt hat.

Der CR-Rate von 66,85% bei 119 von 178 intensiv therapierten Patient*innen der
Kohorte von Loindl, steht in der vorliegenden Arbeit mit 78,99% bei 109 von 138
intensiv therapierten Patient*innen eine klare Steigerung entgegen. Da zur Zeit der
alteren Kohorte kaum nicht-intensive Therapiealternativen zur intensiven Therapie
vorhanden waren, erklart sich diese Verbesserung der CR-Raten womadglich aus
der besseren, ELN bzw. Genetik gesteuerten, Selektion der Patient*innen welche
fur eine intensive Chemotherapie infrage kommen. Diese Annahme wird durch die
sehr geringe CR-Rate der in der vorliegenden Studie untersuchten nicht-intensiv
therapierten Patient*innen von 9,52% (6 von 63) unterstitzt. (47)

Zusatzlich stehen mittlerweile ,Targeted Therapies“ nach NGS Profil zur Verfigung,
die es zum Zeitpunkt der alteren Arbeit noch nicht gab. Auch das kann zur
Verbesserung des Uberlebens beigetragen haben.

Im internationalen Vergleich mit Begna et al. (2004-2017) findet sich eine CR/CRIi-
Rate von 77% und mit Ihlow et al. (2000-2018) eine CR/CRi-Rate von 81%. (48, 49)
Dies entspricht auch unseren Daten.

Der medianen Uberlebenszeit unserer gesamten Kohorte von 236 Patient*innen mit
0,78 Jahre (= 285 Tage) stehen im internationalen Vergleich mit Begna et al. 1,25
Jahre (2011-2017) gegenuber. Dieser Unterschied konnte sich durch den hoheren
Anteil an ungunstig stratifizierten Patient*innen in unserer Kohorte mit 48%,

verglichen mit 38% in Begna et al., ergeben. (48)
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Stimmt das 2-Jahresuberleben der gesamten Kohorte der 236 Patient*innen von
32,39% mit dem 2-Jahresuberleben der Seer Datenbank (2000-2017) von 35,3%
noch einigermafllen Uberein, zeigt sich beim 5-Jahresiberleben ein deutlicher
Unterschied. Die Seer Datenbank zeigt ein 5-Jahreslberleben von 27,6% der im
Zeitraum zwischen 2000-2017 in verschiedenen Standorten in den USA erhobenen
Patient*innen an. Unsere gesamte Kohorte weist hingegen nur ein 5-
Jahreslberleben von 16,81% auf. Betrachtet man nur die intensiv therapierten
Patient*innen unserer Kohorte erhéht sich der Wert auf 28,37%. (3)

Diese deutliche Diskrepanz im Vergleich der 5-Jahresuberlebenswerte lasst sich
moglicherweise durch die eingeschrankte Validitat ebendieses Wertes in unserer
Kohorte aufgrund der zu diesem Beobachtungszeitpunkt verbliebenen geringen

Patient*innenzahl erklaren.

Alle zu vergleichenden Uberlebenskurven der Vorgangerkohorte wurden anhand
der Daten der gesamten Kohorte von 186 AML-Patient*innen berechnet. Da diese
jedoch mehrheitlich, 178 Patient*innen um genau zu sein, intensiv therapiert
wurden, wird Uber die 8 Patient*innen bei denen eine intensive Therapie nicht
maoglich war, welche aber unweigerlich im Vergleich berlcksichtigt werden missen,
aufgrund der geringen Anzahl hinweggesehen.

Der medianen Uberlebenszeit von 0,95 Jahren und dem 5-Jahres-Uberleben von
21,4% der Vorgangerkohorte stehen in der aktuellen Kohorte eine mediane
Uberlebenszeit von 1,68 Jahren und ein 5-Jahres-Uberleben intensiv therapierter
Patient*innen von 28,37% gegenuber. Die wiederrum deutliche Verbesserung
beider Parameter scheint vermutlich denselben bereits im Vergleich der CR-Raten
erlauterten Grund zu haben, welcher sich anhand der von der aktuellen Kohorte
vorliegenden Uberlebensdaten der nicht-intensiv therapierten Patient*innen (0,46
Jahre (= 168 Tage)), der nur mit BSC therapierten Patient*innen (0,1 Jahre (= 37
Tage)) und des Nicht-Erreichens der 5-Jahres-Uberlebensmarke der beiden
Gruppen, zu bestatigen scheint. (47)

Die signifikant bessere mediane Uberlebenszeit der nicht-intensiv Therapierten im
Vergleich zu den nur mit BSC Therapierten zeigt, dass jede Form der Therapie

besser als keine (nur BSC) ist.
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Zur Nebenfragestellung in welchem Verhaltnis das Gesamtiberleben und die CR-
Raten bei intensiv behandelten im Gegensatz zu nicht-intensiv bzw. nur mit BSC
behandelten AML Patient*innen seit EinfGhrung von NGS in die klinische Routine
stehen, veranschaulichen die Kaplan-Meier Kurven in Abbildung 3, mit den oben
genannten Uberlebensdaten, die deutliche Uberlegenheit der intensiven
Polychemotherapie. Die Gegenuberstellung der CR-Raten in Abbildung 1 bestatigt
dies mit 78,99% (intensiv) zu 9,52% (nicht-intensiv).

Der Vergleich mit Begna et al. (2004-2017) wies mit medianen Uberlebenszeiten
von 1,83 Jahren (intensiv), 0,75 Jahren (= 274 Tage) (nicht-intensiv) und 0,17
Jahren (= 62 Tage) (BSC) ahnliche Werte wie unsere Kohorte auf. (48)

Die intensiv therapierte Kohorte von I|hlow et al. (2000-2018) zeigte mit einer
medianen Uberlebenszeit von 2,38 Jahren und einem 5-Jahresiiberleben von 35%
deutlich bessere Daten. (49)

Aufgrund ahnlicher CR-Raten lassen sich diese unterschiedlichen Uberlebensdaten
maoglichweise durch die unterschiedliche allo-HSCT-Rate von 68% bei Ihlow et al.
und 46% in unsere Kohorte erklaren. Mogliche fur das Outcome relevante
Altersunterschiede in den Kohorten lassen sich aufgrund der fehlenden Daten in der
Vergleichskohorte nicht evaluieren. (49)

Die medianen Uberlebenszeiten der Kurven des RFS mit 1,08 Jahren und des EFS
mit 1,02 Jahren der intensiv therapierten Patient*innen unserer Kohorte sind
weitgehend vergleichbar mit denen der intensiv therapierten Kohorte von lhlow et
al. (2000-2018) mit einer medianen Uberlebenszeit des RFS und EFS von 1,16
Jahren. (49)

In den Kaplan-Meier Kurven der Altersgruppen <65 und >65 Jahre der
Vorgangerkohorte wurde eine mediane Uberlebenszeit von 1,15 Jahren (<65) und
0,42 Jahren (>65) gezeigt. Weiters ein 5-Jahres-Uberleben von 25,1% (<65) und
11,9% (>65) bei einer Anzahl von 130 <65- und 56 >65-Jahrigen.

In den Kurven der NGS-Kohorte, in der 89 der Patient*innen <65 und 49 >65 alt
waren, sieht man mediane Uberlebenszeiten von 2,49 Jahren (<65), 1,27 Jahren
(>65) und Uberlebenswahrscheinlichkeiten von 34,14% (<65) und 19,22% (>65)
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nach 5 Beobachtungsjahren. Auch in diesem Vergleich ist die Verbesserung der
Uberlebensdaten der NGS-Ara zur Pra-NGS-Ara klar erkennbar.

Zusatzlich ist noch erwahnenswert, dass das Verhaltnis der jungeren zu alteren
Patient*innen mit einer Ratio von 130/56 zu 89/49 sich ein wenig in Richtung der
alteren Gruppe verschoben hat und die, wie bereits von Loindl beschriebene
erwartungsgemal® ungunstigere Prognose alterer Patient*innen, weiterhin klar
besteht. (47)

Auch die Daten von Kantarjian et al. (2010-2017) lassen sich mit einem 5-
JahresuUberleben von 55% (<60) und 17% (=60) mit den unsrigen Daten

vergleichen. (50)

In der Analyse des Effektes des Geschlechtes der Patient*innen auf das Outcome
wurde nur eine geringe nicht signifikante Abweichung (siehe Abbildung 8) gefunden.
Diese lasst sich beispielsweise auch in der SEER Datenbank mit einem 5-

Jahresuberleben von 28,9% (Frauen) und 26,5% (Manner) nachweisen. (3)

Den Uberlebenskurven der de-novo und sekundér diagnostizierten intensiv
therapierten Patient*innen der Vorgangerkohorte ist eine mediane Uberlebenszeit
von 1,4 Jahren (de-novo), 0,58 Jahren (sekundar) und ein 5-Jahres-Uberleben
30,8% (de-novo), 10,6% (sekundar) abzulesen, wobei 100 Patient*innen de-novo
und 86 Patient*innen sekundar diagnostiziert wurden. (47)

Im Vergleich dazu zeigen die Daten der vorliegenden aktuellen Kohorte, von der
111 Personen de-novo und 27 sekundar diagnostiziert wurden, eine mediane
Uberlebenszeit von 2,49 Jahren (de-novo), 0,78 Jahre (sekundér) und ein 5-Jahres-
Uberleben von 33,56% (de-novo) und 12,38% (sekundér). Wie in den bisherigen
Vergleichen wird eine Verbesserung der Survival-Daten ersichtlich.

Zusatzlich wird die bekanntermal3en deutlich bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeit von de-novo diagnostizierter AML im Vergleich zu
sekundar diagnostizierter AML als signifikant bestatigt (Abbildung 9). Dies stimmt

auch mit Daten aus internationalen Kohorten Uberein. (23, 48)

Bei der Analyse des OS von therapieassoziiertem und nicht-therapieassoziierten

Patient*innen, konnte das in der Literatur beschriebenen schlechtere Uberleben bei
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ersterer Gruppe nicht bestatigt werden, was an der geringen Fallzahl der
therapieassoziierten Gruppe liegen konnte. Auch die Altersabhangigkeit des
prognostischen Wertes dieses Faktors konnte dabei eine Rolle spielen. Bei alteren
Patient*innen scheint die Zuordnung zur Gruppe der Therapieassoziierten keinen

zusatzlichen prognostischen Wert zu beinhalten. (23)

Durch die Gegenuiberstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten der drei It. ELN
2017 definierten Gruppen der Risikostratifizierung, konnte die Bedeutung
ebendieser bestatigt werden (Abbildung 11). Wie erwartet weisen die als gunstig
stratifizierten Patient*innen unserer Kohorte deutlich signifikant bessere Outcome
Daten als die anderen beiden Gruppen auf. Diese Daten stimmen auch weitgehend
mit der Kohorte von Begna et al. (2004-2017) Uberein. In derselben Kohorte wurden
4% gunstig, 58% intermediate und 38% ungunstig stratifizierte Patient*innen
erhoben, wohingegen in unserer Kohorte (2012-2021) 25% gunstig, 27%
intermediate und 48% ungunstig stratifizierte Patient*innen untersucht wurden. Die
Differenz  ergibt  sich  wahrscheinlich aus dem  unterschiedlichen
Betrachtungszeitraum und der damit einhergehenden dynamischen Veranderung
der ELN Risikostratifizierung. Zusatzlich ist hier zu erwahnen, dass in unserer
Kohorte bei langerem Beobachtungszeitraum eine Uberschneidung der
Uberlebenskurven der Intermedigren- und Hoch-Risikogruppe auftrat. Dies kann
vorrangig durch die kleine Fallzahl nach langerer Beobachtung erklart werden.
Tatsachlich unterscheidet sich das mediane Uberleben der beiden Gruppen, mit 1,8

Jahren (intermediar) und 1,11 Jahren (ungunstig), deutlich. (48)

Die beiden Abbildungen (12, 13) zur Haufigkeitsverteilung der im Next-Generation
Sequencing untersuchten Mutationen unserer Kohorte, sollen das genetische Profil
der bei uns behandelten Patient*innen veranschaulichen. Vergleicht man dieses
grob mit Papaemmanuil et al. sieht man, dass FLT3 und NPM1 an der Spitze der
Haufigkeitsverteilungen stehen, dass TP53, inv(3), RUNX1 It. ELN korrekterweise
weitgehend prognostisch ungunstig gezahlt wurden und dass auch sonst die
relativen Haufigkeiten der Mutationen mehrheitlich zumindest in den Abbildungen

Ubereinstimmen. (51)
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Zusatzlich lasst sich in der zweiten Abbildung unserer Kohorte nachvollziehen, dass
meist nicht einzelne Mutationen, sondern deren Kombinationen die Einteilung in

eine Risikogruppe nach ELN 2017 bedingen.

Zur Fragestellung des unmittelbaren Einflusses von durch NGS erhobenen und in
der ELN 2017 publizierten Mutationen auf das Gesamtuberleben unserer Kohorte

wurden einige wichtige Mutationen ausgewahlt und diesbezlglich analysiert.

Nicht signifikant, jedoch dem Trend in der internationalen Literatur entsprechend,
ergab der Vergleich der Uberlebenswahrscheinlichkeiten von Patient*innen mit und
ohne TP53 Mutation, schlechtere Werte fur die erstere Gruppe. Die fehlende
Signifikanz kann dabei durch die kleine Fallzahl in der mutierten Gruppe bedingt
sein. (18)

Die Uberlebensanalyse der Patient*innen mit und ohne NPM1 Mutation (Abbildung
15) zeigte ein nicht-signifikantes und nicht der fachlichen Logik entsprechendes
Ergebnis, welches auf einen statistischen Fehler zurlckzufuhren war. Dieser lag
darin, dass nur Patient*innen mit NPM1 Mutation und gunstiger Risikostratifizierung
nach ELN 2017 dem Rest gegenubergestellt gehort hatten, weil die NPM1 Mutation
It. ELN immer in Kombination mit FLT3-ITD betrachtet werden muss. Als dies
schlieBlich in Abbildung 16 richtiggestellt wurde, ergab sich zwar ein nicht
signifikantes, jedoch  tendenzids mit  der internationalen Literatur

ubereinstimmendes Ergebnis. (18)

In der ELN 2017 wird die biallelic CEBPA Mutation als prognostisch gunstig
gewertet, aber aufgrund der geringen Fallzahl ist, trotz durchgefuhrter
Uberlebenszeitanalyse (Abbildung 17) diesbezlglich weder eine bestitigende noch

eine nicht-bestatigende Aussage in unserer Kohorte moglich. (18)
Eine signifikante Bestatigung der ELN 2017 konnte mit der Gegenuberstellung der

Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Patient*innen mit FLT3-ITD mit high allelic

ratio 20,5 gegen den Rest der Kohorte erzielt werden, indem gezeigt werden konnte,
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dass Patient*innen mit einer high allelic ratio FLT3-ITD ein signifikant schlechteres

Outcome aufweisen. (18)

Die Uberlebensanalyse der Patient*innen mit und ohne ASXL1 Mutation (Abbildung
19) zeigte ein nicht-signifikantes und nicht der fachlichen Logik entsprechendes
Ergebnis, welches auf einen statistischen Fehler zurlckzufuhren war. Dieser lag
darin, dass nur Patient*innen mit ASXL1 Mutation und ungunstiger
Risikostratifizierung nach ELN 2017 dem Rest der Kohorte gegenubergestellt
gehort hatten, weil die ASXL1 Mutation It. ELN nur dann als ungunstig eingestuft
wird, falls gleichzeitig kein prognostisch guinstiger Subtyp vorliegt. Als dies in
Abbildung 20 richtiggestellt wurde, ergab sich zwar ein nicht signifikantes, jedoch
im Trend mit der internationalen Literatur Ubereinstimmendes Ergebnis.

Die in gleicher Art durchgefiihrte Uberlebenszeitanalyse mit Patient*innen mit
RUNX1 Mutation erbrachte auch nach Korrektur desselben statistischen Fehlers
wie im vorherigen Absatz, madglicherweise aufgrund zu geringer Patientenzahl
weder Signifikanz noch eine Ubereinstimmung mit der Literatur, sodass in diesem

Fall in unserer Kohorte keine Aussage maglich ist. (18)

6. Konklusion

AbschlieRend scheint sich die Hypothese zu bestatigen, dass sich sowohl im
Vergleich der CR-Raten der intensiv therapierten Patient*innen, als auch in der
Gegenliberstellung der Uberlebenskurven, das Outcome seit Einfilhrung des NGS
in die klinische Routine der Abteilung flir Himatologie des Universitatsklinikum Graz
deutlich verbessert hat. Trotz der Limitation durch die teilweise geringe Fallzahl
konnte eine weitgehende Bestatigung der internationalen Trends und der ELN 2017
im Sinne der Qualitatssicherung erzielt werden. Die Hypothese, dass die Outcome-
und Survival-Daten der Grazer Patient*innenkohorte dem internationalen Standard

entsprechen, liel3 sich im Wesentlichen verifizieren.

Im Ausblick auf die Zukunft ist mit einer weiteren Verbesserung der genetischen
Untersuchungsmethoden, darauf aufbauender neuer Therapieansatze und
konsekutiv der Uberlebensdaten zu rechnen. Dies kdnnte in einem entsprechenden

Zeitabstand zur vorliegenden Studie, wiederrum vergleichend in Form einer
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Qualitatssicherung anhand eines Real-World Datensatzes retrospektiv Uberpruft

werden.
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