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Zusammenfassung 
Einleitung 

Die akute myeloische Leukämie mit „TP53-Mutationen, chromosomaler Aneuploidie oder 

TP53-Mutationen und chromosomaler Aneuploidie“ wurde kürzlich als abgrenzbare AML-

Subgruppe beschrieben, welche mit einer äußerst schlechten Prognose assoziiert ist. Die 

Rolle von subklonalen TP53-Mutationen, definiert durch eine Allelfrequenz (VAF= Variant 

Allele Frequency) von <20%, wurde allerdings bisher noch nicht untersucht.  

Methoden 

In dieser Arbeit untersuchten wir den prognostischen Wert der VAF von TP53-Mutationen 

in einer Kohorte von 1537 Patientinnen und Patienten mit neu diagnostizierter AML, welche 

im Rahmen von drei klinischen Studien der Deutsch-Österreichischen AML Studiengruppe 

prospektiv behandelt wurden. Die Mutationsanalysen erfolgten durch zielgerichtetes “Next 

Generation Sequencing“ und die Patientinnen und Patienten wurden anhand der VAF der 

TP53-Mutationen in drei Gruppen mit VAFs von >40%, zwischen 20% und 40% und <20% 

kategorisiert.  

Ergebnisse 

Insgesamt wurden 108 TP53-Mutationen in 98 Patientinnen und Patienten (6,4%) detektiert; 

unter diesen wiesen 61 Patientinnen und Patienten eine Mutation mit einer VAF über >40%, 

19 eine VAF zwischen 20% und 40% und 18 Patientinnen und Patienten eine Mutation mit 

einer VAF unter 20% auf. Im Vergleich zu den Proben mit klonalen Mutationen, wiesen die 

Proben mit subklonalen Mutationen signifikant weniger komplexe Karyotypen und 

chromosomale Verluste auf. Das projektierte mediane OS (Overall Survival =  

Gesamtüberleben) für die gesamte Kohorte betrug 28,1 Monate (95% CI, 24.3-33.5) und es 

zeigten sich ausgeprägte Unterschiede zwischen TP53-Wildtyp Patientinnen und Patienten 

und TP53-mutierten Patientinnen und Patienten (33.6 Monate [95%CI, 28.4-45.0] versus 6.5 

Monate [95%CI, 5.0-8.2]). Die TP53-VAF hatte dabei keinen signifikanten Einfluss auf das 

OS (TP53 VAF >40%, 5.8 Monate; 20%-40%, 6.9 Monate; <20%, 6.9 Monate). In einer 

Cox-Regressionsanalyse, die die Variablen Alter, Leukozytenzahl, zytogenetische Risiko 

und AML-Typ berücksichtigte, blieb der negative Einfluss von TP53-Mutationen auf die 

Prognose signifikant, wobei Mutationen mit einer VAF <20% den größten Effekt zeigten 

(hazard ratio, 3.71; 95% CI, 2.11-6.51 für OS). 
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Konklusion 

In dieser Arbeit zeigten wir, dass auch TP53-mutierte Subklone einen negativen Einfluss auf 

die Prognose von AML-Patientinnen und Patienten haben. Dies könnte Implikationen für 

Screening-Methoden für TP53-Mutationen und für die zukünftige Risikostratifikation bei 

AML haben. 
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Abstract 
Introduction 

Acute myeloid leukemias (AMLs) with “TP53 mutations, chromosomal aneuploidy or both” 

have recently been described as a distinct AML subgroup exhibiting an exceedingly adverse 

prognosis. However, the role of subclonal TP53 mutations defined by a variant allele 

frequency (VAF) <20% has not been addressed in AML yet.  

Methods 

In this study we evaluated the prognostic value of TP53 VAFs in a cohort of 1537 patients 

with newly diagnosed AML, prospectively treated within 3 trials of the German-Austrian 

AML study group. Mutational analysis was performed by targeted deep sequencing and 

patients with TP53 mutations were categorized by their VAF into 3 groups of patients with 

VAFs of >40%, 20%-40% and <20%. 

Results 

A total of 108 TP53 mutations were found in 98 patients (6.4%); amongst those, 61 patients 

showed a VAF >40%, 19 a VAF between 20% and 40% and 18 a VAF <20%. Compared to 

AML specimens with clonal TP53 mutations, those with subclonal ones showed 

significantly fewer komplex karyotypes and chromosomal losses. The estimated median 

overall survival (OS) for the entire cohort was 28.1 months (95% CI, 24.3-33.5) but differed 

substantially between TP53 wild-type and TP53 mutated patients (33.6 months [95%CI, 

28.4-45.0] versus 6.5 months [95%CI, 5.0-8.2]). OS rates were low in all TP53 mutated 

subgroups (TP53 VAF >40%, 5.8 months; 20%-40%, 6.9 months; <20%, 6.9 months).In 

Cox regression analyses adjusting for age, white blood cell count, cytogenetic risk and type 

of AML, the adverse prognostic effect of TP53 mutations remained significant, with 

mutations with a VAF<20% showing the strongest effect (hazard ratio, 3.71; 95% CI, 2.11-

6.51 for overall survival). 

Conclusion 

We here provide evidence that even TP53 mutational subclones defined by VAF <20% are 

of negative prognostic impact.  These findings may have implications for TP53 screening 

methods and for future risk stratification in AML. 
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1 Einleitung 

1.1 Definition und Pathogenese der AML 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine aggressive maligne Erkrankung des 

Blutsystems mit einer jährlichen alterskorrigierten Inzidenz von 3.5/100.000 Erwachsene, 

welche über einem Alter von 60 Jahren sogar auf 15-20 ansteigt (1). Sie trägt daher 

substanziell zur Morbidität und Mortalität der älteren Bevölkerung bei. Die Pathogenese der 

AML ist ein mehrstufiger Prozess, in welchem Mutagenese, epigenetische Dysregulation 

und das Auftreten von chromosomalen Aberrationen involviert sind. In diesem Prozess 

treten initiierende Mutationen in hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPCs) 

auf. Es entstehen präleukämische und leukämische Stammzellen, welche schlussendlich die 

Leukämie initiieren und perpetuieren. Diese frühen initiierenden Mutationen sind meistens 

in allen Leukämiezellen vorhanden und werden daher auch als klonale Mutationen 

bezeichnet. Im Gegensatz zu klonalen Mutationen, sind subklonale Mutationen nur in einem 

Teil der Leukämiezellen vorhanden und treten in der Regel als späte Ereignisse in der 

klonalen Evolution der AML auf. Fast jede AML ist durch eine Vielzahl an Subklonen 

unterschiedlicher Größe charakterisiert. Diese Subklone können unterschiedliche 

pathobiologische Eigenschaften und ein unterschiedliches Ansprechen auf antileukämische 

Therapien zeigen (2–8). 

1.2 Diagnose der AML 
Die meisten Symptome von Patientinnen und Patienten mit AML sind Ausdruck der 

Akkumulation von malignen, undifferenzierten myeloischen Zellen im Knochenmark und 

peripheren Blut, welche die physiologische Hämatopoese unterdrücken. Häufig präsentieren 

sich Patientinnen und Patienten mit Zeichen einer Knochenmarkinsuffizienz, wie einer 

Anämie, welche Müdigkeit, Blässe und Atemnot verursachen kann, und einer 

Thrombozytopenie, welche zu Blutungen und der Entstehung von Petechien führen kann (9). 

2017 hat eine internationale Kommission, im Namen des „European LeukemiaNet“ (ELN), 

Empfehlungen für die Diagnose und das Management der AML publiziert (10).  Um die 

Diagnose einer AML stellen zu können, muss der Blastenanteil im Knochenmark oder im 

Blut ≥20% betragen. Dabei wird empfohlen, mindestens 200 Leukozyten am Blutausstrich 

und 500 kernhaltige Zellen am Knochenmarksausstrich zu zählen (10).  
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Außerdem ist es für die Diagnose notwendig, den myeloischen Ursprung der Zellen 

nachzuweisen. Dies kann durch Testen auf die Myeloperoxidase-Aktivität oder durch 

Immunphänotypisierung geschehen (9). Tabelle 1 zeigt eine Liste mit von der ELN 

empfohlenen Tests und Prozeduren für das diagnostische Vorgehen bei Patientinnen und 

Patienten mit AML (10). 

Tabelle 1: Diagnostisches Vorgehen bei Patientinnen und Patienten mit AML. Modifiziert 
entnommen aus (10).   

Tests für die Diagnosestellung 

Blutbild und Differenzialblutbild 

Knochenmarkbiospie 

Immunphänotypisierung 

Genetische Analysen 

Zytogenetik 

Screening für Genmutationen in NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3, TP53, ASXL1 

Screening für Genumlagerungen: PML-RARA, CBFB-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL1 

 

1.3 2016 WHO Klassifikation der AML 
Ursprünglich wurde die AML mit dem French-American-British (FAB)-System 

klassifiziert, welches 1976 vorgeschlagen wurde. Zytochemische Färbungen und 

Morphologie wurden verwendet um die Erkrankung anhand des Ausmaßes an myeloischer 

und monozytärer Differenzierung einzuteilen (11). 1999 publizierte die WHO eine 

Klassifikation für hämatologische Malignome. Diese definierte verschiedene AML-

Subgruppen, basierend auf einer Kombination von Morphologie, Immunphänotyp, 

zytogenetischen Eigenschaften und klinischen Eigenschaften (12). Seitdem hat es etliche 

Revisionen der initialen Klassifikation gegeben, die letzte im Jahr 2016. In der Revision von 

2016 wurden erstmals Genmutationen in CEBPA, NPM1 and RUNX1 als 

klassendefinierende Eigenschaften inkorporiert (siehe Tabelle 2) (13). 
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Tabelle 2: 2016 WHO-Klassifikation der AML. Modifiziert entnommen aus (13). 

Subgruppe Spezifikation 

Akute myeloische Leukämie mit rekurrenten 
genetischen Aberrationen 

AML mit t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 

AML mit inv(16)(p13.1q22) oder 
t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

APL mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 

AML mit t(9;11)(p22;q23); MLLT3-KMT2A 

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

AML mit inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); 
GATA2, MECOM 

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); 
RBM15-MKL1 

Provisorische Entität: AML mit BCR-ABL1 

AML mit mutiertem NPM1 

AML mit biallelischen Mutationen in CEBPA 

Provisorische Entität: AML mit mutiertem RUNX1 

Akute myeloische Leukämie mit Myelodysplasie-assoziierten Veränderungen 

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien 

Akute myeloische Leukämie, nicht spezifiziert Akute myeloische Leukämie mit minimaler 
Differenzierung 

Akute myeloische Leukämie ohne Ausreifung 

Akute myeloische Leukämie mit Ausreifung 

Akute myelomonozytäre Leukämie 

Akute monoblastische/monozytäre Leukämie 

Rein erythroide Leukämie 

Erythroleukämie, erythroid/myeloisch 

Akute megakaryoblastische Leukämie 

Akute basophile Leukämie 

Akute Panmyelose mit Myelofibrose (syn.: akute 
Myelofibrose; akute Myelosklerose) 

Myeloisches Sarkom 

Myeloische Proliferationen mit Down-Syndrom 
assoziiert 

Myeloische Leukämie assoziiert mit Down-
Syndrom 

Transiente abnormale Myelopoese (syn.: transiente 
myeloproliferative Erkrankung) 
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Subgruppe Spezifikation 

Akute Leukämie mit unklarer Linienzugehörigkeit Akute undifferenzierte Leukämie 

Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und mit 
t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 

Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und mit 
t(v;11q23); MLL umgelagert/KMT2A 

Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, 
B/myeloisch 

Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, 
T/myeloisch 

 

1.4 Genomik der AML 
Wie auch bei vielen anderen Tumorentitäten, sind die genetischen Veränderungen, die bei 

der AML vorkommen, gut charakterisiert. Die Identifizierung von Genmutationen und 

Genumlagerungen in einzelnen Patientinnen und Patienten ist von großem klinischem 

Interesse, weil die Risikostratifizierung von Patientinnen und Patienten mit AML 

größtenteils auf genetischen Veränderungen basiert. Die Risikostratifizierung wiederum 

determiniert das therapeutische Vorgehen (siehe Kapitel 1.6.) (10,14).  

Im Vergleich mit anderen humanen Malignomen ist die Anzahl an kodierenden Mutationen 

bei der AML sehr gering (15). Nach einer großen Sequenzierstudie, welche von dem “The 

Cancer Genome Atlas Research Network” durchgeführt wurde und 200 AML-Genome 

analysierte, sind pro Patientin und Patient mit AML 13 kodierende Mutationen detektierbar. 

Nur fünf dieser Mutationen treten in Genen auf, welche rekurrent bei der AML mutiert sind. 

In der Studie wurden 23 rekurrent mutierte Gene identifiziert, welche in neun Kategorien, 

gelistet in Tabelle 3, eingeteilt werden können (16). 
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Tabelle 3: Funktionelle Kategorien von rekurrent mutierten Genen bei der AML. 
Modifiziert entnommen aus (14). 

Funktionelle Kategorie Ausgewählte Gene Inzidenz in TCGA-
Kohorte (%) 

Signaltransduktion-
beeinflussende Gene 

Kinasen (z.B. FLT3, KIT), Phosphatasen (z.B. 
PTPN11), oder KRAS, NRAS 

59 

DNA-Methylierung-assoziierte 
Gene 

DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2 44 

Myeloische TF-Genefusionen 
oder -mutationen 

TF-Fusionen [t(8;21), inv(16)/t(16;16)]  
TF-Mutationen (RUNX1, CEBPA) 

18 
22 

Chromatin-modifizierende Gene Mutationen (z.B. ASXL1, EZH2) oder KMT2A-
Fusionen 

30 

Nucleophosmin (NPM1) -Gen NPM1 27 
Tumorsuppressor-Gene TP53, WT1, PHF6 16 
Spliceosomkomplex-Gene SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2 14 
Cohesinkomplex-Gene STAG2, RAD21 13 

Anmerkung: TF, Transkriptionsfaktor. 

Manche dieser rekurrenten Mutationen treten häufiger gemeinsam auf, als man es von 

Zufallsereignissen erwarten wurde. Dies wird im Englischen als „mutational co-occurrence“ 

bezeichnet. Die wichtigsten „co-occurrences“ finden sich bei Mutationen der Gene FLT3, 

DNMT3A und NPM1. Das Gegenteil von „mutational co-occurrence“ ist die „mutational 

exclusivity“. Zum Beispiel kommen Mutationen in FLT3 äußerst selten zusammen mit 

Mutationen in Genen der RAS-Familie vor (16).  

 

Gilliland and Griffin haben ein „double hit“ Modell der Leukämogenese beschrieben, in 

welchem Mutationen aus zwei Klassen notwendig für die maligne Transformation sind. Die 

erste Klasse inkludiert Mutationen, welche eine erhöhte Proliferation und einen 

Überlebensvorteil durch Aktivierung von Signalwegen vermitteln. Vertreter dieser Klasse 

sind Mutationen in FLT3, KIT und NRAS. Die zweite Klasse beinhaltet z.B. Mutationen in 

RUNX1, CEBPA und RARA, welche zu einem Differenzierungsblock führen (17).  

 

Zusätzlich zu Genmutationen spielen auch eine Vielzahl von genetischen Umlagerungen 

eine Schlüsselrolle in der Leukämogenese. Eine sehr häufig detektierte Translokation ist 

t(15;17)(q22;q21), welche zu dem Fusionsprotein PML-RARA führt. PML-RARA ist 

charakteristisch für die akute Promyelozytenleukämie. Ein weiteres prominentes Bespiel für 

rekurrente Genumlagerungen bei Leukämien ist die Translokation t(9;22)(q34.1;q11.2), die 

die Fusion der Gene ABL and BCR verursacht (13).  
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1.5 Risikostratifizierung der AML 
Genetische Veränderungen bei der AML sind ohne Zweifel von großer prognostischer 

Relevanz (2,14,18,19). Zytogenetische Analysen und ein Screening nach Mutationen in 

NPM1, FLT3 und CEBPA wurden bereits 2010 in die ELN-Empfehlungen inkludiert (20). 

Tabelle 4 zeigt die 2017 ELN Risikostratifizierung, in welche Mutationen in TP53, RUNX1 

und ASXL1 der Kategorie „ungünstig/Hoch-Risiko“ hinzugefügt wurden. Die ELN-

Risikostratifizierung ist von immenser klinischer Bedeutung, da Patientinnen und Patienten 

unterschiedlicher Risikogruppen unterschiedliche Therapieregime erhalten sollten (10).  

Tabelle 4: 2017 ELN-Risikostratifizierung basierend auf genetischen Veränderungen. 
Modifiziert entnommen aus (10). 

Risikokategorie Genetische Veränderungen 

Günstig t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); 

CBFB-MYH11; mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD 

oder mit FLT3-ITDlow; Biallelisch mutiertes 

CEBPA 

Intermediär Mutiertes NPM1 und FLT3-ITDhigh Wild-typ 
NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDlow 
(ohne Hoch-Risiko Veränderung) 
t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A, 
zytogenetische Veränderung, welche nicht als 
günstig oder ungünstig gilt  

Ungünstig t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214  
t(v;11q23.3); KMT2A umgelagert 
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 
inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2); 
GATA2,MECOM(EVI1), -5 oder del(5q); -7;  
-17/abn(17p), Komplexer Karyotyp, monosomaler 
Karyotyp, Wild-type NPM1 und FLT3-ITDhigh, 
mutiertes RUNX1, mutiertes ASXL1, mutiertes 
TP53 
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1.6 Therapie der AML 
Patientinnen und Patienten mit AML erhalten in der Regel eine Induktionstherapie, gefolgt 

von einer Konsolidierungstherapie. Ziel der Induktionstherapie ist es, die Blasten im 

Knochenmark zu eradizieren, um damit folglich eine normale Hämatopoese 

wiederherzustellen (10,21). Die Induktionstherapie bei Patientinnen und Patienten mit AML 

hat sich in den letzten 40 Jahren nur wenig verändert (21). Die Standard-Induktionstherapie 

besteht aus sieben Tagen mit kontinuierlichen Cytarabin-Infusionen und drei Tagen, an 

welchen intravenös ein Anthrazyclin verabreicht wird („7+3“). Dies führt bei jüngeren 

Erwachsenen in 60% bis 80% zu einer kompletten Remission, wohingegen nur 40% bis 60% 

der Patientinnen und Patienten mit einem Alter von ≥ 60 Jahre eine komplette Remission 

erreichen (20,22,23). 14 und 28 Tage nach dem Therapiebeginn sollte eine 

Knochenmarksbiopsie durchgeführt werden, um das Therapieansprechen zu beurteilen (10).  

Um potentielle Reste der Erkrankung zu eliminieren und damit die Wahrscheinlichkeit für 

eine anhaltende Remission zu erhöhen, sollte der Induktionstherapie eine 

Konsolidierungstherapie folgen (9). Nach den ELN-Empfehlungen hängt die Art der 

Konsolidierungstherapie von dem Alter und der Risikogruppe der Patientinnen und 

Patienten ab (10). Weitere Details zu konventionellen Therapieregimen für Patientinnen und 

Patienten, welche fit für eine intensive Chemotherapie sind, sind in Tabelle 5 dargestellt.  

Tabelle 5: Ausgewählte konventionelle Therapieregime für Patientinnen und Patienten, 
welche fit für eine intensive Chemotherapie sind. Modifiziert entnommen aus (10). 

Ausgewählte konventionelle Therapieregime 

Induktionstherapie (altersunabhängig) “7+3”: 3 d eines IV Anthracylins: Daunorubicin 60 

mg/m2; Idarubicin 12 mg/m2; oder Mitoxantrone 12 

mg/m2, und 7 d koninuierliche Cytarabin-Infusionen 

(100-200 mg/m2) 
Konsolidierungstherapie 
          Jüngere Patientinnen und Patienten (18-

65y) 
 

• Niedrig-Risiko 

Genetik 

2-4 Zyklen von IDAC (1000-1500 mg/m2 IV über 3 h 

q12h, d1-3; oder 1000-1500 mg/m2 IV über 3 h d1-5 

oder 6) 

• Intermediär-Risiko 

Genetik 

Allogene HCT  
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 2-4 Zyklen von IDAC (1000-1500 mg/m2 IV über 3 h 

q12h, d1-3; oder 1000-1500 mg/m2 IV über 3 h d1-5 

oder 6) 
 Hochdosistherapie und autologe HCT 

• Hoch-Risiko Genetik Allogene HCT  

Ältere Patientinnen und Patienten (>65y)  

• Niedrig-Risiko 

Genetik 

2-3 Zyklen von IDAC (500-1000 mg/m2 IV über 3 h 

q12h, d1-3; oder 500-1000 mg/m2 IV über 3 h d1-5 

oder 6) 

• Intermediär/Hoch-

Risiko Genetik 

Ziehe allogene HCT für Patientinnen und Patienten mit 

niedrigem HCT-Komorbiditätsindex in Betracht 

Anmerkung: d, Tage; y, Jahre; q, alle; IV, intravenös; IDAC, intermediäre Dosis AraC; HCT, hämatopoetische 
Zelltransplantation. 

Patientinnen und Patienten mit hohem Risiko für Therapie-assoziierte Mortalität sind nicht 

fit für eine intensive Chemotherapie. Die Therapie für diese Patientinnen und Patienten ist 

nicht-kurativ und limitiert auf „best supportive care“, Niedrigdosistherapie (engl.: low-

intensity treatment) und Therapien im Rahmen von klinischen Studien. Ausgewählte 

konventionelle Therapieregime für Patientinnen und Patienten, welche nicht fit für eine 

intensive Chemotherapie sind, sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Zu der low-intensity-

Therapie zählt die Anwendung von hypomethylierenden Substanzen (Azacitidin und 

Decitabin) und low dose-Cytarabin (10).  

Tabelle 6: Ausgewählte konventionelle Therapieregime für Patientinnen und Patienten, 
welche nicht fit für eine intensive Chemotherapie sind. Modifiziert entnommen aus (10). 

Ausgewählte konventionelle Therapieregime 
Azacitidin 75 mg/m2, SC, d1-7, q4 wk, bis Progression 

Decitabin 20 mg/m2, IV, d1-5, q4 wk, bis Progression 

Low-dose Cytarabin Low-dose Cytarabin (20 mg q12h, SC, d1-10, q4 wk; 

bis Progression); nicht empfohlen für Patientinnen 

und Patienten mit Hoch-Risiko Genetik 

Best supportive care Hydroxyurea; für Patientinnen und Patienten, 

welche gar keine antileukämische Therapie 

tolerieren 

Anmerkung: SC, subkutan; d, Tage; q, alle; wk, Wochen; IV, intravenös. 
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Es gibt keinen Therapiestandard zur Behandlung von relapsierten beziehungsweise primär 

refraktären Patientinnen und Patienten. Tabelle 7 zeigt häufig verwendete Therapieregime 

für Patientinnen und Patienten, welche auf den ersten Zyklus der Induktionstherapie nicht 

ansprachen oder einen Relaps erlitten.  

Tabelle 7: Therapieregime zur Behandlung von relapsierten oder primär refraktären 
Patientinnen und Patienten mit AML. Modifiziert entnommen aus (10). 

Ausgewählte Therapieregime 
IDAC (mit oder ohne Anthrazyclin) IDAC (1000-1500 mg/m2 IV über 3 h q12 h, d1-3 

[500-1000 mg/m2 in Patientinnen und Patienten >60 

y]; oder 1000-1500 mg/m2 IV über 3 h d1-5 oder 6 

[500-1000 mg/m2 in Patientinnen und Patienten  

>60 y]); mit oder ohne Daunorubicin 45-60 mg/m2, 

IV, d1-3; Idarubicin 8-10 mg/m2, IV, d3-5, oder 

Mitoxantron 8-10 mg/m2, IV, d1-3 

FLAG-IDA Fludarabin 30 mg/m2 IV, d2-6; Cytarabin 1500-2000 

mg/m2 IV über 3 h, 4 h nach Fludarabin-Infusion, 

d2-6; Idarubicin 10 mg/m2 IV, d2-4; G-CSF 5 

mg/kg, SC, d1-5; zusätzlich G-CSF bis WBC-Zahl 

>500/uL 

MEC Mitoxantron 8 mg/m2, d1-5; Etoposid 100 mg/m2, 

d1-5; Cytarabin 1000 mg/m2, d1-5 

Allogene HCT Für Patientinnen und Patienten mit primär 

refraktärer Erkrankung, für Patientinnen und 

Patienten in der zweiten CR  

Anmerkung: IDAC, intermediate dose AraC; IV, intravenös; h, Stunden; d, Tage; y, Jahre; FLAG IDA, 
Fludarabin, Cytarabin, G-CSF, Idarubicin; G-CSF, granulocyte-colony stimulating factor; SC, subkutan; 
WBC, white blood cells = Leukozyten; MEC, Mitoxantron, Etopisod, Cytarabin; HCT, hematopoietic cell 
transplantation; CR, complete remission; HLA, human leucocyte antigen. 

 

1.7 Kriterien des Therapieansprechens und Outcome-Parameter 
Die ELN-Empfehlungen beinhalten auch Kriterien, um das Therapieansprechen zu 

beschreiben sowie Outcome-Parameter für klinische Studien, welche in dieser Arbeit für die 

Analysen verwendet wurden. Tabelle 8 fasst die Kriterien zur Beurteilung des 

Therapieansprechens zusammen.  
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Tabelle 8: ELN-Kriterien zur Beurteilung des Therapieansprechens. Modifiziert 
entnommen aus  (10). 

Kategorie Definition 

Therapieansprechen 

CR ohne minimale 
Resterkrankung (CRMRD-) 

Wenn vor Therapie untersucht, CR mit negativer RT-qPCR für einen 
genetischen Marker, oder CR mit negativer MFC 

Komplette Remission (CR) 
 

Knochenmarks-Blasten <5%; Fehlen von zirkulierenden Blasten und Blasten 
mit Auer-Stäbchen; Fehlen einer extramedullären Manifestation; ANC ≥ 1.0 
x 109/L (1000/µL); Thrombozytenzahl ≥100 x 109/L (100 000/µL) 

CR mit unvollständiger 
hämatologischer Genesung (CRi) 

Alle CR-Kriterien erfüllt, aber Neutropenie (<1.0 x 109/L [1000/µL]) oder 
Thrombopenie (<100 x 109/L [100 000/µL]) noch vorhanden 

Morphologisch-Leukämie-freier 
Zustand (MLFS) 

Knochenmarks-Blasten <5%; Fehlen von Blasten mit Auer-Stäbchen; Fehlen 
einer extramedullären Manifestation; hämatologische Genesung nicht 
notwendig 

Partielle Remission (PR) Alle hämatologischen Kriterien der CR erfüllt; Abfallen der Knochenmarks-
Blasten auf 5% bis 25%; und Abfallen der Knochenmarks-Blasten um 
mindestens 50% 

Therapieversagen 
Primär refraktäre Erkrankung Keine CR oder CRi nach 2 Zyklen der Induktionstherapie; ausgenommen sind 

Patientinnen und Patienten mit Tod in der Aplasie und mit Tod unklarer 
Ursache 

Tod in der Aplasie 
 

Tod tritt <7 d nach initialer Therapie und in zytopenem Zustand auf; mit 
aplastischem oder hypoplastischem Knochenmark, ohne Zeichen einer 
persistierenden Leukämie 

Tod unklarer Ursache Tod vor Vollendung der Therapie oder <7 d nach Vollendung der Therapie 
Kriterien des Therapieansprechens für klinische Studien 
Stabile Erkrankung Fehlen von CRMRD-, CR, CRi, PR, MLFS; und Kriterien für PD nicht erfüllt 
Progrediente Erkrankung (PD) Anstieg der Blasten im Knochenmark oder peripheren Blut: 

• >50% Anstieg des Blastenanteils im Knochenmark (Anstieg von mindestens 
15% bei einem Blastenanteil von unter 30%; oder persistierende 
Knochenmarks-Blasten von >70% über mind. 3 mo; ohne Anstieg des ANC 
auf >0.5 x 109/L [500/µL], und/oder Thrombozytenzahl auf >50 x 109/L [50 
000/µL]); oder 
• >50% Anstieg der Blasten im peripheren Blut (WBC x % blasts) auf >25 x 
109/L (>25 000/µL); oder 
• neue extramedulläre Manifestation 

Relaps 
Hämatologischer Relaps (nach 
CRMRD, CR, CRi) 

Knochenmarks-Blasten ≥5%; oder Wiederauftreten von Blasten im Blut; oder 
Auftreten einer extramedullären Manifestation 

Molekularer Relaps (after CRMRD-

) 
Wenn vor Therapie untersucht, Wiederauftreten von MRD festgestellt durch 
RT-qPCR oder MFC 

Anmerkung: RT-qPCR, real-time quantitative polymerase chain reaction; MFC, multiparameter flow 
cytometry = Multiparameter-Durchflusszytometrie; ANC, absolute neutrophil count = absolute 
Neutrophilenzahl; d, Tage; mo, Monate; WBC, white blood cells = Leukozyten. 
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Bezüglich der Outcome-Parameter wurden die folgenden Definitionen, wie sie auch von der 

ELN empfohlen werden, in dieser Arbeit verwendet: 

o Gesamtüberleben (OS) ist die Zeit vom Eintritt in die Studie oder dem 

Diagnosezeitpunkt bis zum Tod aufgrund jeglicher Ursache (10).  

 

o Relaps-freies Überleben (RFS) wird nur für Patientinnen und Patienten definiert, 

welche eine komplette Remission erreichen. Es bezeichnet die Zeit vom Erreichen 

der kompletten Remission bis zum Relaps oder Tod aufgrund jeglicher Ursache (10).  

 

o Ereignis-freies Überleben (EFS) ist die Zeit vom Eintritt in die Studie oder dem 

Diagnosezeitpunkt bis zur primär refraktären Erkrankung oder bis zum Relaps oder 

Tod aufgrund jeglicher Ursache (10).  
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1.8 TP53 bei der AML 
Das Gen TP53 ist am Chromosom 17p13.1 lokalisiert und codiert für das Protein p53. p53 

weist eine Länge von 393 Aminosäuren auf und besitzt eine Proteinmasse von 53 kDa  (24). 

p53 ist ein essentielles Protein, das eine Vielzahl an biologischen Prozessen in einer 

Zellkontext-spezifischen Art reguliert (25). Die wahrscheinlich am besten untersuchte 

Funktion von p53 ist seine Rolle in der Antwort auf Zellstress, wobei dabei Zellzyklusarrest, 

Seneszenz und Apoptose vermittelt werden können (25).  

 

p53 wird in HSPCs exprimiert und moduliert Quieszenz und Selbsterneuerung, Funktionen 

welche unabdingbar für das lebenslange Erhalten eines Pools an hämatopoetischen Zellen 

sind  (26–28). Durch Untersuchungen an gentechnisch veränderten Mäusen konnte gezeigt 

werden, dass eine erhöhte basale Expression von p53 die Stammzelleigenschaften von 

murinen LSK-Zellen (lineage-, sca1+, c-kit+ Zellen; hämatopoetische Stamm- und 

Vorläuferzellen in der Maus) beeinträchtigt, was schlussendlich zu einer hämatopoetischen 

Insuffizienz führt (29,30). Im Gegensatz dazu sind Stammzellen von p53-/--Mäusen hoch-

proliferativ und zeigen im Vergleich zu p53-Wild-Typ-Zellen eine gesteigerte 

Repopulationsfähigkeit. Diese Zellen neigen dazu, Mutationen zu akkumulieren und Mäuse 

mit konditionaler Trp53-Ablation in Zellen des Knochenmarks sind durch das frühe 

Auftreten von hämatologischen Malignomen charakterisiert (31–33). 

 

Veränderungen von TP53 und anderen Mitgliedern seines Signalweges kommen in über 

50% aller humanen Krebserkrankungen vor (34,35). Der Beitrag von p53 zur 

Tumorentstehung könnte durch Verlust der Wild-Typ-Allele und/oder durch bestimmte 

mutierte Allele, welche zu neuen, zusätzlichen Funktionen von p53 führen, 

zustandekommen. (36). Keimbahnmutationen in TP53 charakterisieren das Li-Fraumeni und 

das Li-Fraumeni-like Syndrom, welche autosomal-dominant vererbt werden und eine 

familiäre Krebsprädisposition vermitteln.  Sowohl klinische als auch experimentelle Daten 

geben Hinweise darauf, dass p53-Veränderungen eine Neigung zu strahlungsinduzierter 

Onkogenese auslösen (33). 

 

Bei der AML kommen somatisch erworbene TP53-Mutationen mit einer Häufigkeit von bis 

zu 15% vor und sind oft mit einem komplexen Karyotyp assoziiert (37,38). Es wurde bereits 

in etlichen Studien gezeigt, dass Veränderungen von p53 bei der AML mit einer äußerst 

schlechten Prognose assoziiert sind (37,39,40).  
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Von besonderer Bedeutung ist, dass Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen eine 

Therapieresistenz gegenüber intensiven Therapien, wie etwa hämatopoetischen 

Stammzelltransplantationen, zeigen und eine 3-Jahre-Gesamtüberlebensrate zwischen 0% 

und 15% haben (37,39,40). Allerdings konnte kürzlich gezeigt werden, dass die 

hypomethylierende Substanz Decitabin das Therapieansprechen von AML-Patientinnen und 

-Patienten mit TP53-Mutationen signifikant verbessert, was einen weiteren Schritt in 

Richtung personalisierter Medizin darstellt (41).  

 

Mutationen in TP53 charakterisieren nicht nur die tatsächliche Leukämie, sie wurden auch 

im peripheren Blut von ansonsten gesunden Erwachsenen detektiert. Dieser Zustand wird 

als „CHIP“ (clonal hematopoiesis of indeterminate potential) bezeichnet (42). Die Prävalenz 

von CHIP nimmt mit dem Alter stark zu und ist signifikant mit der Entstehung von 

hämatologischen Malignomen assoziiert (43,44). Es gibt Hinweise darauf, dass mutierte 

Blutzellen in Individuen mit CHIP und einem Primärtumor einer anderen Entität durch die 

konsekutive zytotoxische Therapie expandieren und anschließend Therapie-assoziierte 

myeloische Neoplasien auslösen (45–49).  

Bis jetzt ist die Rolle von subklonalen TP53-Mutationen bei Patientinnen und Patienten mit 

AML noch nicht ausreichend adressiert worden. Zwei kürzlich publizierte Arbeiten 

berichten präliminäre und widersprüchliche Ergebnisse von Patientinnen und Patienten mit 

Myelodysplastischem Syndrom (MDS) und einigen wenigen Patientinnen und Patienten mit 

AML (50,51). Sallman et al. schlussfolgerten, dass ausschließlich TP53-Mutationen mit 

einer VAF (variant allele frequency, Allelfrequenz) von >40% zum Zeitpunkt der AML-

Diagnose von prognostischer Relevanz sind. Dahingegen fanden Goel et al. heraus, dass 

nicht nur klonale, sondern auch subklonale Mutationen mit einer VAF unter 20% mit einer 

schlechten Prognose assoziiert waren (50,51). In diesen Kohorten machten die subklonalen 

Mutationen 30% bis 50% der TP53-Mutationen aus. Mit dem Hintergrund, dass TP53-

Mutationen als Prognosefaktor in die Risikostratifizierung der ELN inkorporiert wurden, ist 

es von fundamentaler Wichtigkeit, die klinische und biologische Rolle von subklonalen 

TP53-Mutationen bei der AML aufzuklären. 
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1.9 Hypothese und Ziel 
In den bisherigen Studien zu Patientinnen und Patienten mit AML, wurden die TP53- 

Mutationen lediglich als dichotome Variablen untersucht. Nachdem „next generation 

sequencing“-Technologien Einzug in die Klinik gefunden haben, können Subklone 

unterschiedlicher Größe nun mit einer sehr hohen Sensitivität detektiert werden.   

Hier stellen wir die Hypothese auf, dass auch subklonale TP53-Mutationen, definiert 

durch eine VAF<20%, in Patientinnen und Patienten mit AML, Indikatoren für ein 

schlechtes Outcome sind.   

Unser Ziel war es, die klinischen Charakteristika und die prognostische Relevanz von 

subklonalen TP53-Mutationen in einer großen Kohorte von Patientinnen und Patienten, 

welche in Studien der “German-Austrian AML Study Group” (AMLSG) therapiert wurden, 

zu untersuchen.  
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2 Methoden 
Die Studie wurde von den Ethik-Kommissionen der Universität Ulm, Ulm, Deutschland und 

von der Medizinischen Universität Graz, Graz, Österreich genehmigt und gemäß den 

REMARK-Richtlinien (“REporting recommendations for tumor MARKer prognostic 

studies”) durchgeführt (52). 

2.1 Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer 
Insgesamt wurden die Daten von 1537 Patientinnen und Patienten mit AML, welche in drei 

prospektiven, klinischen Studien der AMLSG intensiv therapiert wurden, analysiert (53–

55).  Eine Liste mit den beteiligten Forscherinnen und Forschern und den Zentren der 

AMLSG befindet sich im Anhang der Diplomarbeit.  

2.2 Details zu den analysierten Studien der AMLSG 
In der Studie AML-HD98A erhielten 627 Patientinnen und Patienten im Alter von 18 bis 65 

Jahren eine Induktionstherapie mit Idarubicin, Cytarabin und Etoposid (ICE). Hoch-Risiko-

Patientinnen und -Patienten wurde eine allogene HSCT angeboten, intermediär-Risiko-

Patientinnen und Patienten entweder eine HSCT oder intensive Chemotherapie und niedrig-

Risiko-Patientinnen und Patienten erhielten eine intensive Chemotherapie. Das mediane 

Alter der 596 Patientinnen und Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status war 46.8 Jahre (Spanne, 

18-65), das der 31 Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen war 57.3 Jahre (Spanne, 

28-61). Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen machten 4.9% der Studienkohorte 

aus (2,8).  

Die Studie AMLSG 07-04 hatte ein ähnliches Design wie die Studie AML-HD98A. Sie 

inkludierte 737 Patientinnen und Patienten im Alter von 18 bis 61 Jahren, welche 

randomisiert entweder ICE oder ICE/ATRA (all-trans-retinoic acid) erhielten. Das mediane 

Alter der 689 Patientinnen und Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status war 48.3 Jahre (Spanne, 

18-61), das der 48 Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen war 54.1 Jahre (Spanne, 

20-60). Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen machten 6.5% der Studienkohorte 

aus (2,8). 

Die Studie AML-HD98B inkludierte 173 Patientinnen und Patienten im Alter von 58 bis 84 

Jahren, welche randomisiert entweder ICE oder ICE/ATRA zur Induktion erhielten. Das 

mediane Alter der 154 Patientinnen und Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status war 65,9 Jahre 

(Spanne, 58-84), das der 19 Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen 66.8 Jahre 

(Spanne, 61-79). Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen machten 10.9% der 

Studienkohorte aus (8). 
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Zum Diagnosezeitpunkt wurden von allen Patientinnen und Patienten Knochenmarks- und 

Blutproben gesammelt. Durch eine Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die 

mononukleären Zellen angereichert. Alle Proben wurden zentral in der Biobank der 

Universität von Ulm, Ulm, Deutschland, gelagert (2,8). 

  

2.3 Sequenzanalyse 
Diagnostische AML-Proben von 1537 Patientinnen und Patienten wurden mit einer 

„targeted sequencing“-Methode untersucht, welche 111 Gene, die in der AML rekurrent 

mutiert sind, sequenziert (2,8). Die Sequenzdaten wurden im European Genome-Phenome 

Archive (www.ebi.ac.uk/ega, accession number EGAS00001000275) gespeichert und für 

die aktuelle Arbeit wieder abgerufen (8).  

2.4 Next Generation Sequencing  
Für das Sequenzieren der einzelnen Proben wurden diese durch einzigartige DNA-Barcodes 

mit einem Index versehen. Anschließend wurden äquimolare Mengen der Genbibliotheken 

(libraries) vorbereitet und an „RNA-baits“ (SureSelect, Agilent) hybridisiert. Zum 

Sequenzieren wurde die Illumina HiSeq-Platform verwendet. Die Rohdaten wurden mit 

Hilfe des Burrows-Wheeler Aligners mit dem humanen Genom (NCBI build 37) verglichen. 

Proben mit einer medianen „coverage“ von <50x und Gene mit einer medianen „coverage“ 

von <20x wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die mediane „coverage“ für 

TP53 lag bei 157x. Basensubstitutionen wurden mit Hilfe von zwei bioinformatischen 

Methoden (http://github.com/cancerit/CaVEMan und https://github.com/gerstung-

lab/deepSNV) identifiziert und mit der COSMIC Datenbank annotiert. Synonyme Varianten 

und Keimbahnpolymorphismen mit einer Populationsfrequenz von über 1% wurden von der 

Analyse ausgeschlossen. Die VAF wurde berechnet durch die Division der Anzahl an 

mutierten „Reads“ durch die Anzahl an Referenz-Reads (2). Bei den Patientinnen und 

Patienten mit mehreren TP53-Mutationen wurde die Mutation mit der höchsten VAF in die 

Analyse inkludiert (8).  

Mehrere Knochenmarks- und Blutproben von einem Patienten mit AML mit einer klonalen 

und einer subklonalen TP53-Mutation aus der Leukämie-Biobank der Medizinischen 

Universität Graz, wurden, wie kürzlich beschrieben, vorbereitet und mittels der „ultradeep 

sequencing“-Methode Safe-SeqS analysiert (8,56).  

 

http://www.ebi.ac.uk/ega
http://github.com/cancerit/CaVEMan
https://github.com/gerstung-lab/deepSNV
https://github.com/gerstung-lab/deepSNV


31 
 

Diese Methode basiert auf dem Markieren von einzelnen DNA-Molekülen mit molekularen 

Barcodes, was das Rückverfolgen von Sequenzier-Reads auf die ursprünglichen Template-

Stränge ermöglicht. Dadurch können PCR-Fehler während des Vorbereitens der Library 

identifiziert werden, wodurch das Detektionslimit für Varianten auf eine VAF von <0.1% 

gesenkt wird. 10 ng DNA wurden mit 10 Zyklen durch die Phusion-Polymerase (Thermo 

Fisher) amplifiziert. Dafür wurden spezifische Primer für TP53, KRAS und FLT3, welche 

einen 12 Basen langen UID (unique identifier) enthalten, verwendet. Nach der Aufreinigung 

mit Ampure XP beads (Beckman Coulter) wurden Illumina-spezifische Adapter und Indices 

über eine zweite PCR mit 35 Zyklen angehängt. Die Qualitätskontrolle und die 

Quantifizierung der Libraries wurde mit einem Agilent Bioanalyzer DNA 7500 chip (Agilent 

Technologies) durchgeführt. Sequenziert wurde auf einer Illumina MiSeq-Platform in einem 

2x150bp paired-end Lauf. Die generierten Reads wurden gemäß ihrer UID in Read-Familien 

gruppiert. Die Konsensus-Sequenz der jeweiligen Read-Familie wurde dann mit dem 

humanen Referenzgenom (hg19) verglichen (Burrows-Wheeler transform and samtools). 

Die Alignments wurden mithilfe des „Integrative Genomes Viewer“ visualisiert, um die 

Varianten zu detektieren (8). 

 

2.5 Statistische Auswertung 
Die Studie wurde designt, um Unterschiede im Gesamtüberleben von Patientinnen und 

Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status und Patientinnen und Patienten mit subklonalen TP53-

Mutationen zu untersuchen. Basierend auf den Daten von Papaemmanuil et al. (2) sollte eine 

absolute Reduktion des 3-Jahre-OS von 35% im Vergleich zu Patientinnen und Patienten 

mit TP53-Wild-Typ-Status bei einer Stichprobengröße von 574 Patientinnen und Patienten 

detektierbar sein, wenn ein OS von 55% für Patientinnen und Patienten mit TP53-Wild-Typ-

Status und eine Häufigkeit von 5% für Patientinnen und Patienten mit subklonaler TP53-

Mutation angenommen wird (8).  

 

Die wichtigsten Outcome-Parameter, die untersucht wurden, waren das OS und das EFS. 

Wir bestimmten die medianen Überlebenszeiten und geschätzten 3-Jahres-Überlebensraten 

zusammen mit deren 95% Konfidenzintervallen (CIs). Die Überlebensraten der Patientinnen 

und Patienten wurden mit der Kaplan-Meier-Methode berechnet und durch den Log-Rank-

Test verglichen. Die Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen wurden anhand der 

VAF der TP53-Mutationen in drei Gruppen unterteilt (>40%, 20%-40%, <20%).  
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Diese Einteilung in drei Gruppen, basierend auf der VAF der Mutationen, erfolgte aufgrund 

unterschiedlicher konkomitanter chromosomaler Aberrationen, wie im Ergebnisteil genauer 

erläutert wird. Außerdem erlaubte die Einteilung einen Vergleich mit bereites publizierten 

Berichten über den Einfluss von VAFs von TP53-Mutationen bei Patientinnen und Patienten 

mit Myelodysplastischem Syndrom (50,51).  

Es wurden eine univariate und eine multivariate Cox-Regressionsanalyse durchgeführt, um 

relevante Prognosefaktoren zu identifizieren. Neben dem TP53-Status haben wir auch das 

Alter, die Leukozytenzahl, die zytogenetische Risikogruppe und den AML-Typ (de novo, 

sekundär, Therapie-assoziiert) untersucht. Die Hazard Ratios sind zusammen mit ihren 95% 

Konfidenzintervallen angegeben. Um Patientinnen- und Patientencharakteristika zwischen 

den unterschiedlichen VAF-basierten Gruppen zu vergleichen, wurden für kategoriale 

Parameter der Fisher´s-Exact-Test und für kontinuierliche Parameter der Kruskal-Wallis- 

oder der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Zeigte der „Overall“-Test zwischen den drei 

VAF-basierten Gruppen statistisch signifikante Unterschiede, wurden post-hoc Tests 

durchgeführt. Weil Tests für multiple Gruppen ausgeführt wurden, verwendeten wir eine 

Bonferroni-Korrektur und definierten einen p-Wert von <0.017 als statistisch signifikant. 

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Programms „R“ Version 3.4.4  

(https://www.r-project.org) durchgeführt (8). 

 

 

  

https://www.r-project.org/
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakteristika von TP53-mutierten Subklonen in AML 

3.1.1 Patientinnen- und Patientencharakteristika 

1537 Patientinnen und Patienten aus den drei klinischen Studien AMLSG HD98A, HD98B 

und 07-04 wurden in dieser Arbeit analysiert. Wie in Tabelle 9 dargestellt, hatten 1408 

(91.6%) Patientinnen und Patienten eine de novo AML, 61 (4.0%) Patientinnen und 

Patienten eine sekundäre AML und 68 (4.4%) eine Therapie-assoziierte AML.  Das mediane 

Follow-up aller Patientinnen und Patienten lag bei 25 Monaten (Spanne, 0 – 219.6)(8).  

Das mediane Alter von TP53-mutierten Patientinnen und Patienten war 57.4 Jahre (Spanne, 

20.0 – 78.8), was signifikant (p < 0.001) höher ist, als bei den Patientinnen und Patienten 

mit TP53-Wild-Typ-Status (Median, 49.4; Spanne, 18.3 – 84.5). Zwischen den drei VAF-

basierten Untergruppen war bezüglich des Alters jedoch kein Unterschied feststellbar. Der 

Anteil an männlichen Patienten war in der TP53-mutierten Gruppe höher als in der Wild-

Typ-Gruppe (61.2% versus 52.7%). Der Unterschied erreichte jedoch keine statistische 

Signifikanz (p= 0.116). Unter den TP53-mutierten AMLs waren vermehrt Therapie-

assoziierte AMLs zu finden. 12.2% der TP53-mutierten AMLs waren Therapie-assoziiert, 

wohingegen nur 3.9% der TP53-Wild-Typ AMLs Therapie-assoziiert waren (8). 

Tabelle 9: Patientinnen- und Patientencharakteristika. Modifiziert entnommen aus (8). 

                      TP53-mutiert  
TP53  
Wild-
Type 

(N=1439) 

TP53-
mutiert 
(N=98) 

p-
Wert 

VAF 
<20% 
(N=18) 

VAF  
20%-40% 

(N=19) 

VAF 
>40% 
(N=61) 

Geschlecht   0.116    
   männlich 758 

(52.7%) 
60 

(61.2%) 
 9 

(50.0%) 
14 (73.7%) 37 (60.7%) 

   weiblich 681 
(47.3%) 

38 
(38.8%) 

 9 
(50.0%) 

5 (26.3%) 24 (39.3%) 

Alter (Median, Jahre) 
[Spanne] 

49.4 [18.3-
84.5] 

57.4 
[20.0-
78.8] 

<0.001 58.1 
[20.0-
73.3] 

56.9 [28.4-
76.4] 

56.9 [28.2-
78.8] 

Typ der AML   0.002    
   de novo 1326 

(92.1%) 
82 

(83.7%) 
 18 

(100%) 
14 (73.7%) 50 (82.0%) 

   sekundär 57 (4.0%) 4 
(4.1%) 

 0 (0.0%) 1 (5.3%) 3 (4.9%) 

   Therapie-assoziiert 56 (3.9%) 12 
(12.2%) 

 0 (0.0%) 4 (21.1%) 8 (13.1%) 
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WBC (Median, 10^9/l) 
[Spanne] 

15.6 [0.2-
532.7] 

4.8 
[0.5-

145.4] 

<0.001 3.0 [1.0-
133.2] 

3.3 [0.5-
43.3] 

7.7 [1.0-
145.4] 

PB-Blasten (Median, 
%) [Spanne] 

38.0 [0.0-
100.0] 

19.0 
[0.0-
96.0] 

0.001 5.0 [0.0-
96.0] 

11.0 [0.0-
83.0] 

31.0 [0.0-
92.0] 

BM-Blasten (Median, 
%) [Spanne] 

76.0 [0.0-
100.0] 

60.0 
[14.0-
100.0] 

0.002 46.0 
[18.0-
100.0] 

60.0 [14.0-
90.0] 

69.0 [20.0-
95.0] 

Zytogenetisches Risiko   <0.001    
   niedrig 202 

(15.1%) 
2 

(2.4%) 
 0 (0.0%) 1 (6.2%) 1 (1.9%) 

   intermediär 930 
(69.9%) 

11 
(13.1%) 

 6 
(42.9%) 

0 (0.0%) 5 (9.3%) 

   hoch 199 
(15.0%) 

71 
(84.5%) 

 8 
(57.1%) 

15 (93.8%) 48 (88.9%) 

ELN Risiko 2010   <0.001    
   niedrig 421 

(33.2%) 
2 

(2.4%) 
 1 (7.1%) 1 (6.2%) 0 (0.0%) 

   intermediär-1 402 
(31.7%) 

7 
(8.3%) 

 4 
(28.6%) 

0 (0.0%) 3 (5.6%) 

   intermediär-2 258 
(20.4%) 

4 
(4.8%) 

 1 (7.1%) 0 (0.0%) 3 (5.6%) 

   hoch 186 
(14.7%) 

71 
(84.5%) 

 8 
(57.1%) 

15 (93.8%) 48 (88.9%) 

Komplette Remission 1221 
(84.9%) 

47 
(48.0%) 

<0.001 10 
(55.6%) 

11 (57.9%) 26 (42.6%) 

Konsolidationstherapie 998 
(69.4%) 

33 
(33.7%) 

<0.001 6 
(33.3%) 

8 (42.1%) 19 (31.1%) 

   Chemotherapie 578 
(57.9%) 

14 
(42.4%) 

 3 
(50.0%) 

4 (50.0%) 7 (36.8%) 

   Autologe HSCT 87 (8.7%) 1 
(3.0%) 

 0 (0.0%) 1 (12.5%) 0 (0.0%) 

   allogene HSCT 333 
(33.4%) 

18 
(54.5%) 

 3 
(50.0%) 

3 (37.5%) 12 (63.2%) 

Relaps 584 
(47.8%) 

32 
(68.1%) 

0.007 5 
(50.0%) 

9 (81.8%) 18 (69.2%) 

Anmerkung: VAF, variant allele frequency; WBC, white blood cells = Leukozyten; PB, peripheres Blut; BM, 
Knochenmark; ELN, European Leukemia Net; HSCT, hämatopoetische Stammzelltransplantation 
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3.1.2 Mutationen 

Insgesamt wurden 108 pathogene TP53-Mutationen (Tabelle 10) in 98 (6.4%) Patientinnen 

und Patienten gefunden. 7 Patientinnen und Patienten zeigten jeweils zwei TP53-Mutationen 

und eine Patientin zeigte sogar vier TP53-Mutationen (8). Von den 98 Patientinnen und 

Patienten trugen 61 (62.2%) Mutationen mit einer VAF von >40%, welche hier als klonale 

Mutationen bezeichnet werden. 19 (19.4%) der Patientinnen und Patienten trugen 

Mutationen mit einer VAF zwischen 20% und 40% und 18 (18.4) Patientinnen und Patienten 

trugen Mutationen mit einer VAF <20%, welche hier als subklonale Mutationen bezeichnet 

werden. Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, handelt es sich bei fast allen Mutationen, aus allen 

drei Subgruppen, um Missens-Mutationen, welche in der DNA-Bindedomäne des Genes 

lokalisiert sind (8).  

Abbildung 1: Verteilung der 108 TP53-Mutationen innerhalb des Gens. Missens-Mutationen sind in Schwarz, 
Nonsens-Mutationen in Rot, Insertionen/Deletionen in Blau und essenzielle Spice-Site-Mutationen in Violett 
gehalten. Entnommen aus (8). 

Weder der Mutationstyp (p= 0.279), noch der Lokus der Mutationen (p= 0.687) zeigten einen 

statistisch signifikanten Unterschied zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen. TP53-

mutierte Patientinnen und Patienten zeigten eine signifikant niedrigere Leukozytenzahl und 

einen signifikant niedrigeren Blastenanteil im Blut und Knochenmark, als Patientinnen und 

Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status (Tabelle 9). Jedoch zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen (8). 
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Tabelle 10: Details zu detektierten TP53-Mutationen. Modifiziert entnommen aus (8).  

Studie Pat. ID VAF 
(%) 

cDNA 
Austausch 

AA 
Austausch 

Konsequenz Karyotyp 

07-04 17 12.50 c.461G>A p.G154D Missens 47,XY,del(5)(q15q33),+8 
07-04 30 23.28 c.773A>C p.E258A Missens komplex 
07-04 32 13.74 c.817C>T p.R273C Missens 46,XX 
07-04 41 71.93 c.524G>A p.R175H Missens komplex 
07-04 76 45.69 c.869G>A p.R290H Missens 47,XX,+10[20]/48,XX,+10,+21[2

] 
07-04 110 62.66 c.658T>C p.Y220H Missens komplex 
07-04 129 58.93 c.488A>G p.Y163C Missens komplex 
07-04 133 96.33 c.713G>A p.C238Y Missens komplex 
07-04 139 8.70 c.427G>A p.V143M Missens komplex 
07-04 177 89.01 c.524G>A p.R175H Missens komplex 
07-04 197 88.02 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
07-04 198 30.77 c.659A>G p.Y220C Missens komplex 
07-04 204 44.36 c.1024C>T p.R342* Nonsens komplex 
07-04 204 46.25 c.796G>C p.G266R Missens komplex 
07-04 214 77.72 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
07-04 228 94.44 c.503A>C p.H168P Missens komplex 
07-04 241 87.94 c.994-

1G>A 
NA Essenzielle 

Splice-Site 
46,XY 

07-04 246 46.36 c.799C>T p.R267W Missens komplex 
07-04 251 70.95 c.817C>T p.R273C Missens komplex 
07-04 302 86.52 c.824G>A p.C275Y Missens komplex 
07-04 421 5.78 c.826G>C p.A276P Missens komplex 
07-04 421 12.84 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
07-04 421 13.98 c.587G>A p.R196Q Missens komplex 
07-04 421 38.55 c.395A>G p.K132R Missens komplex 
07-04 439 9.96 c.613T>G p.Y205D Missens keine Metaphasen 
07-04 462 84,75 c.583A>T p.I195F Missens komplex 
07-04 475 37.62 c.659A>G p.Y220C Missens 46,XX,t(8;20;21)(q22;q13;q22) 
07-04 578 71.64 c.524G>A p.R175H Missens komplex 
07-04 583 8.79 c.818G>A p.R273H Missens 46,XY 
07-04 654 13.41 c.524G>A p.R175H Missens 46,XY 
07-04 690 17.31 c.437G>A p.W146* Nonsens keine Metaphasen 
07-04 705 22.86 c.524G>A p.R175H Missens komplex 
07-04 705 20.55 c.673-

1G>A 
NA Essenzielle 

Splice-Site 
komplex 

07-04 743 36.62 c.493C>T p.Q165* Nonsens komplex 
07-04 873 76.99 c.524G>A p.R175H Missens keine Metaphasen 
07-04 890 69.66 c.527G>T p.C176F Missens komplex 
07-04 909 4.66 c.667C>T p.P223S Missens 46,XY 
07-04 911 26.96 c.832C>T p.P278S Missens 46,XY,t(11;17)(q23;q12)[9]/ 

46,XY[7] 
07-04 913 5.15 c.761T>A p.I254N Missens Keine Daten 
07-04 944 88.00 c.517G>T p.V173L Missens komplex 
07-04 954 47.22 c.742C>T p.R248W Missens komplex 
07-04 975 28.92 c.524G>A p.R175H Missens keine Metaphasen 
07-04 1015 83.79 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
07-04 1056 7.69 c.722C>T p.S241F Missens komplex 
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Studie Pat. ID VAF 
(%) 

cDNA 
Austausch 

AA 
Austausch 

Konsequenz Karyotyp 

07-04 1096 89.47 c.817C>T p.R273C Missens komplex 
07-04 1100 22.48 c.734G>A p.G245D Missens komplex 
07-04 1107 52.38 c.1154delT p.F385fs*3

7 
Deletion_ 
Frameshift 

46,XX,del(5)(q22q33),-
7,+mar[20] 

07-04 1120 12.24 c.388C>G p.L130V Missens komplex 
07-04 1135 33.15 c.659A>G p.Y220C Missens komplex 
07-04 1156 94.53 c.710T>A p.M237K Missens komplex 
07-04 1169 11.03 c.645T>G p.S215R Missens komplex 
07-04 1171 77.72 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
07-04 1216 49.47 c.584T>A p.I195N Missens komplex 
98A 28 54.37 c.400T>A p.F134I Missens komplex 
98A 69 67.95 c.701A>G p.Y234C Missens komplex 
98A 152 25.23 c.1022_10

23insT 
p.R342fs*5 Insertion_ 

Frameshift 
komplex 

98A 213 94.06 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
98A 233 53.28 c.760A>G p.I254V Missens keine Metaphasen 
98A 266 58.82 c.490A>G p.K164E Missens komplex 
98A 296 44.19 c.419C>A p.T140N Missens 46,XY 
98A 320 52.61 c.31G>A p.E11K Missens Keine Daten 
98A 409 14.85 c.814G>A p.V272M Missens komplex 
98A 434 33.85 c.823T>C p.C275R Missens komplex 
98A 477 37.85 c.818G>A p.R273H Missens 

 

98A 498 7.20 c.722C>T p.S241F Missens keine Metaphasen 
98A 536 96.77 c.488A>G p.Y163C Missens komplex 
98A 551 25.48 c.800G>C p.R267P Missens komplex 
98A 554 84.35 c.722C>T p.S241F Missens komplex 
98A 568 90.91 c.794T>C p.L265P Missens komplex 
98A 598 34.38 c.814G>A p.V272M Missens keine Metaphasen 
98A 624 73.65 c.711G>A p.M237I Missens komplex 
98A 630 96.97 c.159G>A p.W53* Nonsens komplex 
98A 661 71.74 c.439delG p.V147fs*2

3 
Deletion_ 
Frameshift 

komplex 

98A 691 48.00 c.848G>A p.R283H Missens 46,XY,t(9;11)(p22;q23)[10]/ 
47,XY,+8,t(9;11)(p22;q23)[5] 

98A 692 72.28 c.722C>T p.S241F Missens komplex 
98A 695 69.83 c.722C>A p.S241Y Missens komplex 
98A 739 89.19 c.376-

1G>A 
NA Essenzielle 

Splice-Site 
komplex 

98A 799 64.37 c.742C>T p.R248W Missens komplex 
98A 839 79.38 c.711G>A p.M237I Missens komplex 
98A 840 91.49 c.493C>T p.Q165* Nonsens keine Metaphasen 
98A 870 31.78 c.608T>A p.V203E Missens komplex 
98A 919 16.94 c.160T>C p.F54L Missens 46,XX 
98A 941 78.13 c.376-

2A>G 
NA essenzielle 

Splice-Site 
keine Metaphasen 

98A 1076 76.67 c.395A>G p.K132R Missens komplex 
98B 35 28.98 c.725G>C p.C242S Missens keine Metaphasen 
98B 49 87.21 c.637C>T p.R213* Nonsens komplex 
98B 69 15.71 c.25A>G p.S9G Missens 47,XX,+11 
98B 71 84.08 c.154C>T p.Q52* Nonsens komplex 
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Studie Pat. ID VAF 
(%) 

cDNA 
Austausch 

AA 
Austausch 

Konsequenz Karyotyp 

98B 87 69.93 c.577C>A p.H193N Missens keine Metaphasen 
98B 98 15.51 c.711G>A p.M237I Missens komplex 
98B 98 16.23 c.490A>G p.K164E Missens komplex 
98B 103 89.86 c.993+1G>

A 
NA essenzielle 

Splice-Site 
keine Metaphasen 

98B 126 43.67 c.785G>T p.G262V Missens 46,XY 
98B 126 47.57 c.553_559

+2delAGC
GATGgt 

p.? Deletion 46,XY 

98B 199 26.99 c.645T>G p.S215R Missens komplex 
98B 199 19.44 c.560-

1G>A 
NA essenzielle 

Splice-Site 
komplex 

98B 201 16.67 c.472delC p.R158fs*1
2 

Deletion_ 
Frameshift 

komplex 

98B 201 18.97 c.320_321i
nsA 

p.Y107fs*1 Insertion_ 
Frameshift 

komplex 

98B 220 57.03 c.715A>G p.N239D Missens komplex 
98B 226 81.20 c.818G>A p.R273H Missens 47,XX,del(5)(q13q33),+6[13]/ 

46,XX,del(5)(q13q33)[5] 
98B 275 34.88 c.329G>T p.R110L Missens komplex 
98B 292 64.20 c.659A>G p.Y220C Missens 46,XY,del(5)(q13q33)[10]/ 

47,XY,+8[3]/46,XY[11] 
98B 332 58.54 c.388C>G p.L130V Missens komplex 
98B 352 72.05 c.659A>G p.Y220C Missens komplex 
98B 352 7.69 c.438G>A p.W146* Nonsens komplex 
98B 358 76.00 c.817C>T p.R273C Missens komplex 
98B 408 77.17 c.743G>A p.R248Q Missens komplex 
98B 458 54.10 c.734G>A p.G245D Missens komplex 

Anmerkung: ID, Patientinnen- und Patientenidentifikationsnummer; VAF, variant allele frequency; AA, 
Aminosäure 
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3.1.3 Chromosomale Aberrationen 

Es ist hinreichend belegt, dass TP53-Mutationen sowohl mit komplexen Karyotypen als 

auch mit Markerchromosomen, welche durch Chromothripsis entstehen, assoziiert sind 

(57,58). Wie in Tabelle 10 gezeigt, besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

komplexen Karyotypen und TP53-Mutationen mit VAFs >40% und zwischen 20% und 40%, 

jedoch nicht mit Mutationen mit VAFs von <20% (8). Bezüglich des Vorhandenseins von 

Markerchromosomen bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

Patientinnen und Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status und Patientinnen und Patienten mit 

TP53-Mutationen (2.9% versus 59.8%; P <0.001). Es zeigte sich jedoch kein signifikanter 

Unterschied zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen. Weiters war in der Gruppe mit 

subklonalen TP53-Mutationen eine niedrigere Zahl an chromosomalen Verlusten 

feststellbar, als in der Gruppe mit klonalen Mutationen. (8) 

 

Tabelle 11: Chromosomale Aberrationen und kooperierende Genmutationen in den 
Patientinnen und Patienten mit TP53-Mutationen, je nach VAF der Mutationen (VAF; 
<20%;20%-40%; >40%). Modifiziert entnommen aus (8). 

     Posthoc Tests 

 VAF 
<20% 

VAF 
20%-
40% 

VAF 
>40% 

Overall 
p-Wert 

<20% 
vs. 20%-

40% 

<20% 
vs. 

>40% 

20%-40% 
vs. 

>40% 

Komplexer Karyotyp 7 
(50.0%) 

14 
(87.5%) 

46 
(85.2%) 

0.019 0.046 0.009 1.000 

Markerchromosom 4 
(28.6%) 

11 
(73.3%) 

34 
(64.2%) 

0.030 0.027 0.031 0.758 

-5/5q- 7 
(38.9%) 

8 
(42.1%) 

31 
(50.8%) 

0.625    

-7/7q- 4 
(22.2%) 

6 
(31.6%) 

15 
(24.6%) 

0.799    

-17/17p- 1 
(5.6%) 

4 
(21.1%) 

16 
(26.2%) 

0.201    

Zahl an chr. Verlusten, 

Median [Spanne] 
1.0 

[0.0-
8.0] 

4.0 [0.0-
13.0] 

5.0 [0.0-
13.0] 

0.028 0.056 0.008 0.806 

Zahl an chr. 

Zugewinnen, Median 

[Spanne] 

1.0 
[0.0-
6.0] 

4.5 [0.0-
9.0] 

3.0 [0.0-
9.0] 

0.050    

Zahl an kooperierenden 

Mutationen, 

Median [Spanne] 

1.0 
[0.0-
4.0] 

0.0 [0.0-
3.0] 

1.0 [0.0-
5.0] 

0.255    
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3.1.4 Kooperierende Mutationen 

Die Anzahl an kooperierenden Mutation war insgesamt mit 0 bis 5 Mutationen pro Probe 

bei den TP53-mutierten AMLs niedrig und es zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 1.0 [0.0-5.0]; TP53 VAF 

20%-40%, 0.0 [0.0-3.0]; TP53 VAF <20%, 1.0 [0.0-5.0]). Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, 

waren Mutationen in den Genen DNMT3A (14/98), NRAS (8/98), FLT3 (7/98) und PTPN11 

(7/98) die häufigsten kooperierenden Mutationen (8). 

Abbildung 2: Kooperierende Genmutationen in den 98 TP53-mutierten AMLs.  Bei den Proben mit mehreren 
TP53-Mutationen wurde nur die mit der höchsten VAF gelistet. Jede Spalte repräsentiert eine einzige 
Patientin/einen einzigen Patienten. Eine gefärbte Zelle repräsentiert eine Mutation in dem auf der linken Seite 
gelisteten Gen. Die vertikalen Linien trennen die TP53-Mutationen anhand ihrer VAF voneinander ab. #, 
Anzahl. Entnommen aus (8). 
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3.2 Einfluss von TP53-mutierten Subklonen auf das Überleben von Patientinnen 

und Patienten mit AML 
 

3.2.1 Komplette Remission 

Von den 1537 Patientinnen und Patienten führte die Induktionstherapie bei 1268 (82.5%) zu 

einer kompletten Remission. Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, war die CR-Rate in der TP53-

mutierten Kohorte signifikant niedriger als in der TP53-Wild-Typ-Kohorte (48.0% versus 

84.9%, P <0.001). Es zeigte sich  kein signifikanter Unterschied zwischen den drei TP53-

mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 42.6%; 20%-40%, 57.9%; <20%, 55.6%; 

P=0.424) (8).  

Die Relapsrate war in der TP53-mutierten Kohorte signifikant höher (68.1% versus 47.8% 

für TP53-Wild-Typ Patientinnen und Patienten, P=0.007). Es zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 69.2%; 

20%-40%, 81.8%; <20%, 50.0%; P=0.336) (Tabelle 9). 

 

 

Abbildung 3: Patientinnen und Patienten mit AML, welche durch die Induktionstherapie eine komplette 
Remission erreichten, stratifiziert anhand des TP53-Status und der VAF. Entnommen aus (8). 
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3.2.2 Gesamtüberleben (OS) 

Wie in der Tabelle 12 aufgelistet, betrug das mediane OS für die gesamte Kohorte 28.1 (95% 

CI, 24.3-33.5) Monate, wobei es einen signifikanten Unterschied zwischen Patientinnen und 

Patienten mit TP53-Wild-Typ-Status und TP53-mutierten Patientinnen und Patienten gab 

(33.6 Monate [95%CI, 28.4-45.0] versus 6.5 Monate [95%CI, 5.0-8.2]). Es zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 

5.8 Monate; 20%-40%, 6.9 Monate; <20%, 6.9 Monate) (8). 

Das geschätzte 3-Jahres-OS für die gesamte Kohorte lag bei 46.5% (95% CI, 44.0-49.1), 

wobei es einen signifikanten Unterschied zwischen Patientinnen und Patienten mit TP53-

Wild-Typ-Status und TP53-mutierten Patientinnen und Patienten gab (49.1% [95% CI, 46.5-

51.8] versus 8.3% [95% CI, 4.3-16.2]. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 11.5%; 20%-40%, 5.3%; 

<20%, 0%). Abbildung 4 und Abbildung 5 zeigen die Kaplan-Meier-Kurven für das OS von 

TP53-Wild-Typ und TP53-mutierten Patientinnen und Patienten. 

 

Tabelle 12: 3-Jahres-OS and medianes OS mit 95% Konfidenzintervall (95% CI) von der 
untersuchten Kohorte, stratifiziert anhand des TP53-Status und der VAFs. Modifiziert 
entnommen aus (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

    3-Jahres-OS (%)  medianes OS (Monate) 
 Schätzung 95% CI  Schätzung 95% CI  
TP53-Wild-Typ 49.1 46.5-51.8 33.6 28.4- 45.0 
TP53-mutiert 8.3 4.3-16.2 6.5 5.0-8.2 
 VAF <20%  -- -- 6.9 3.9-11.7 
 VAF 20%-40% 5.3 0.8-35.5 6.9 5.0-17.5 
 VAF >40%  11.5 5.7-23.0 5.8 3.9-9.1 
Gesamt 46.5 44.0-49.1  28.1  24.3-33.5 
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 Abbildung 4: Kaplan-Meier-Analyse vom OS der 1537 AML-Patientinnen und Patienten, stratifiziert anhand 
des TP53-Mutations-Status. Entnommen aus (8). 

Abbildung 5: Kaplan-Meier-Analyse vom OS der 1537 AML-Patientinnen und Patienten, stratifiziert anhand 
der TP53-VAFs. Entnommen aus (8)  
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3.2.3 Ereignis-freies Überleben (EFS) 

Wie in Tabelle 12 nachzulesen, betrug das geschätzte mediane EFS für die gesamte Kohorte 

15.0 Monate (95% CI, 13.6-16.5), wobei das EFS für die TP53-Wild-Typ-Patientinnen und 

Patienten 16.5 Monate (95% CI, 15.0-18.2) und für die TP53-mutierten Patientinnen und 

Patienten 5.7 Monate (95% CI, 4.3-7.4) betrug. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den drei TP53-mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 5.2 Monate; 20%-40%, 

6.9 Monate; <20%, 6.5 Monate).  

Das geschätzte mediane 3-Jahres-EFS für die gesamte Kohorte betrug 36.3% (95% CI, 33.9-

38.8), wobei das 3-Jahres-EFS für die TP53-Wild-Typ-Patientinnen und Patienten 38.3% 

(95% CI, 35.9-40.9) und für die TP53-mutierten Patientinnen und Patienten 6.3% (95% CI, 

2.9-13.6) betrug. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den drei TP53-

mutierten Subgruppen (TP53 VAF >40%, 9.8%; 20%-40%, 0%; <20%, 0%). Abbildung 6 

und Abbildung 7 zeigen die Kaplan-Meier-Kurven für das EFS von TP53-Wild-Typ und 

TP53-mutierten Patientinnen und Patienten. 

 

Tabelle 13: 3-Jahres-EFS und mediane EFS-Zeiten mit 95% Konfidenzintervallen der 
untersuchten AML-Kohorte, stratifiziert anhand des TP53-Status und der VAFs.  
Modifiziert entnommen aus (8). 

 

 

 

 

 

 

  

     3-Jahres-EFS (%)       medianes EFS (Monate) 
 Schätzung 95% CI  Schätzung 95% CI  
TP53 Wild-Typ 38.3 35.9-40.9 16.5 15.0-18.2 
TP53-mutiert 6.3 2.9-13.6 5.7 4.3-7.4 
  VAF <20%  -- -- 6.5 2.9-8.0 
  VAF 20%-40% -- -- 6.9 4.5-12.4 
  VAF >40%  9.8 4. -21.0 5.2 3.7-7.9 
Gesamt 36.3 33.9-38.8 15.0 13.6-16.5 
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Analyse vom EFS der 1537 AML-Patientinnen und Patienten, stratifiziert anhand 
des TP53-Mutations-Status. Entnommen aus (8). 
 
 

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse vom EFS der 1537 AML-Patientinnen und Patienten, stratifiziert anhand 
der TP53-VAFs. Entnommen aus (8) 
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3.2.4 Cox-Regressions-Analyse 

Tabelle 14 und Tabelle 15 zeigen das Ergebnis der Cox-Regressions-Analyse, mit welcher 

der Einfluss des TP53-Mutationsstatus auf das OS und EFS untersucht wurde. Die Modelle 

enthalten neben den verschiedenen VAF-basierten Subgruppen auch das Alter, die 

Leukozytenzahl, die zytogenetische Risikogruppe und den Typ der AML als Prädiktoren. 

Während in der univariaten Analyse alle Faktoren einen signifikanten Einfluss auf beide 

Outcome-Parameter zeigten, blieb der Einfluss des AML-Typs in der multivariaten Analyse 

für das EFS nicht signifikant.  

Von besonderer Bedeutung ist, dass alle drei VAF-basierten Subgruppen, ein schlechteres 

OS und EFS als die TP53-Wild-Typ-Gruppe zeigten. Die HR (95% CI) für das OS war im 

Vergleich mit der TP53-Wild-Typ-Gruppe bei einer VAF >40% 2.03 (1.47-2.79), bei einer 

VAF von 20%-40% 1.78 (1.04-3.02) und bei einer VAFs von <20% bei 3.71 (2.11-6.51). 

Für das EFS war die HR bei 1.89 (1.38-2.59) für Patientinnen und Patienten mit einer TP53-

VAF >40%, bei 2.27 (1.35-3.80) für die mit einer VAF von 20%-40% und bei 3.57 (2.04-

6.26) für die mit einer VAF von <20% (8). 

 

Tabelle 14: Univariate and multivariate Cox-Regressions-Analyse für OS. Modifiziert 
entnommen aus (8).  

 Univariat Multivariat 
 HR 95% CI p-Wert HR 95% CI p-Wert 
TP53   <0.001   <0.001 
   Wild-Typ 1   1   
   VAF <20% 4.95 3.05 - 8.04  3.71 2.11 - 6.51  
   VAF 20%-40% 3.44 2.16 - 5.50  1.78 1.04 - 3.02  
   VAF >40% 3.73 2.84 - 4.88  2.03 1.47 - 2.79  
Alter 1.04 1.03 - 1.04 <0.001 1.03 1.03 - 1.04 <0.001 
Leukozytenzahl (log) 1.08 1.04 - 1.13 <0.001 1.17 1.11 - 1.22 <0.001 
Zytogenetisches Risiko   <0.001   <0.001 
   hoch 1   1   
   intermediär 0.45 0.38 - 0.52  0.49 0.41 - 0.58  
   niedrig 0.20 0.15 - 0.26  0.27 0.20 - 0.36  
Typ der AML   <0.001   0.019 
   de novo 1   1   
   sekundär 1.74 1.30 - 2.33  1.53 1.13 - 2.07  
   Therapie-assoziiert 1.43 1.07 - 1.92  1.21 0.88 - 1.66  

Anmerkung: HR, hazard ratio; CI, Konfidenzintervall; VAF, variant allele frequency. 
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Tabelle 15: Univariate and multivariate Cox-Regressions-Analyse für das EFS.  
Modifiziert entnommen aus (8). 

 Univariat Multivariat 
 HR 95% CI p-Wert HR 95% CI p-Wert 
TP53   <0.001   <0.001 
   Wild-Typ 1   1   
   VAF <20% 4.18 2.58 - 6.77  3.57 2.04 - 6.26  
   VAF 20%-40% 3.43 2.17 - 5.42  2.27 1.35 - 3.80  
   VAF >40% 3.03 2.32 - 3.96  1.89 1.38 - 2.59  
Alter 1.03 1.02 - 1.03 <0.001 1.03 1.02 - 1.03 <0.001 
Leukozytenzahl (log) 1.10 1.05 - 1.14 <0.001 1.17 1.12 - 1.22 <0.001 
Zytogenetisches Risiko   <0.001   <0.001 
   hoch 1   1   
   intermediär 0.50 0.43 - 0.58  0.53 0.45 - 0.63  
   niedrig 0.28 0.22 - 0.36  0.36 0.28 - 0.47  
Type der AML   0.005   0.081 
   de novo 1   1   
   sekundär 1.56 1.17 - 2.07  1.42 1.06 - 1.91  
   Therapie-assoziiert 1.20 0.90 - 1.59  1.01 0.74 - 1.37  

 
Anmerkung: HR, hazard ratio; CI, Konfidenzintervall; VAF, variant allele frequency.  

 

3.3 Fallstudie mit longitudinaler Untersuchung der TP53-Mutationslast 
Bei einem Patienten mit sekundärer AML, welcher an der Medizinischen Universität Graz, 

Österreich, außerhalb einer klinischen Studie behandelt wurde, wurden serielle 

Untersuchungen an Knochenmarksproben durch eine Fehler-korrigierte „Ultradeep 

sequencing“-Methode durchgeführt (56). Der 68-jährige Mann präsentierte sich mit MDS, 

IPSS Risiko-Score „intermediär 2“. Innerhalb von zwei Monaten nach der Diagnose 

entwickelte er eine sAML und erhielt dann eine Induktionstherapie mit Daunorubicin und 

Cytarabin (3+7) und Ida-FLAG als Salvage-Regime. Trotzdem verstarb der Patient vier 

Monate nach der Diagnosestellung an der therapieresistenten Erkrankung. Die Analyse der 

diagnostischen Probe zeigte eine klonale TP53-Mutation (p.R273H) mit einer VAF von 

42.3% und einer subklonalen TP53-Mutation (p.Q104X) mit einer VAF von 0.4%. Wie man 

in Abbildung 8 sieht, expandierten die TP53-mutierten Klone im Rahmen der 

Transformation zur sAML nur minimal. Im Zuge der Induktionstherapie expandierten diese 

allerdings beträchtlich (VAFs 64.2% und 18.6%) (8).   
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Abbildung 8: Longitudinale Mutationsanalyse eines Patienten mit sAML, welche durch eine klonale und eine 
subklonale TP53-Mutation charakterisiert ist. Abkürzungen: MDS, Myelodysplastisches Syndrom: PD, 
progrediente Erkrankung. Entnommen aus (8). 

 

Tabelle 16: Longitudinale Mutationsanalyse eines Patienten mit sAML mit einer klonalen 
und einer subklonalen TP53-Mutation. Modifiziert entnommen aus (8). 

Mutation VAF 
 MDS sAML  PD 
TP53R273H 42.3% 40.4% 64.2% 
TP53Q104X 0.4% 5.0% 18.6% 
FLT3D835Y 19.4% 31.7% 16.7% 
KRASQ61H 0.0% 0.8% 25.7% 
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4 Diskussion 
 

In dieser Studie haben wir eine große Kohorte von Patientinnen und Patienten mit AML 

bezüglich der biologischen und klinischen Charakteristika von subklonalen TP53-

Mutationen analysiert. Es zeigte sich, dass diese einen substanziellen Anteil der TP53-

Mutationen ausmachen. Ähnlich wie klonale TP53-Mutationen, sind auch subklonale TP53-

Mutationen hauptsächlich Missens-Mutationen und sind mit einem äußerst schlechten 

Outcome assoziiert, welches an in den niedrigen CR-, OS- und EFS-Raten zu sehen ist (8). 

 

Ähnliche Ergebnisse wurden bereits für Patientinnen und Patienten mit chronischer 

lymphatischer Leukämie (CLL) berichtet, bei welchen subklonale TP53-Mutationen mit 

einer medianen VAF von 2.1%, vergleichbare klinische Phänotypen und ein vergleichbar 

schlechtes Überleben wie klonale Mutationen vermittelten (59,60). Interessanterweise 

wurden für Patientinnen und Patienten mit MDS divergierende Daten publiziert. Sallman et 

al. analysierten zwei unabhängige Kohorten mit 219 und 150 Patientinnen und Patienten und 

teilten diese in die gleichen VAF-basierten Subgruppen ein, wie es in dieser Arbeit gemacht 

wurde (>40%, 20%-40%, <20%). Dabei fanden sie einen signifikanten Unterschied im OS 

zwischen Patientinnen und Patienten mit einer TP53-VAF von >40% und denen mit einer 

VAF <20%. Im Gegensatz dazu, fanden Goel et al., welche zwei Kohorten mit 81 und 1117 

Patientinnen und Patienten untersuchten, keinen Einfluss der Höhe der TP53-VAF auf das 

Gesamtüberleben. Diese Diskrepanzen wurden unter anderem mit der kleinen Anzahl an 

TP53-mutierten Patientinnen und Patienten erklärt. Weiters könnte die klonale Expansion 

von Therapie-resistenten Klonen, bei früher therapeutischer Intervention, für diese 

Überlebensunterschiede relevant sein (8,61). 

 

In unserer Studie von 1537 Patientinnen und Patienten mit überwiegend de novo AML, 

zeigten sich 98 Patientinnen und Patienten mit TP53-mutierten Klonen unterschiedlicher 

Größe. Wir erbringen Hinweise dafür, dass TP53-mutierte Subklone biologische 

Charakteristika, wie den Mutationstyp, den Lokus der Mutation und die kooperierenden 

Mutationen, mit dominanten TP53-mutierten Klonen teilen. Außerdem zeigen wir, dass 

sogar TP53-Mutationen mit einer VAF <20% einen signifikanten negativen Einfluss auf die 

Prognose haben, was sich an den niedrigen CR-, OS- und EFS-Raten erkennen lässt (8).  
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Diese Ergebnisse könnten Implikationen für TP53-Screening-Methoden und für zukünftige 

Risikostratifizierungen bei der AML haben. Das klassische Sanger-Sequenzieren, mit einem 

Detektionslimit von ungefähr 20%, sollte durch viel sensitivere NGS-Anwendungen ersetzt 

werden. Weiters sollten, nach Bestätigung der Ergebnisse durch andere, subklonale 

Mutationen in zukünftige Klassifikationen der AML inkorporiert werden (8). 

 

Der genaue Mechanismus, mit welchem mutiertes p53 die Resistenz gegenüber 

zytotoxischen Therapien vermittelt, ist bis jetzt noch nicht ausreichend verstanden. TP53-

Mutationen betreffen präleukämische Stammzellen und in in vitro und in vivo Studien 

konnte gezeigt werden, dass genotoxischer Stress zur Expansion von murinen HSPCs mit 

p53-Haploinsuffizienz oder einer heterozygoten TP53-Mutation führt (46,62,63). Dies passt 

zu der Fallstudie dieser Arbeit, in welcher sowohl eine klonale als auch eine subklonale 

TP53-Mutation nach einer Hochdosischemotherapie, nicht aber bei der Transformation von 

MDS zur sAML, substantiell expandierten (8). Ähnliche klinische Daten wurden für 

Patientinnen und Patienten mit Lymphomen und klonaler Hämatopoese mit TP53-

Mutationen zum Zeitpunkt der Diagnose beschrieben. Diese Personen hatten ein erhöhtes 

Risiko für Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien, als Folge der Lymphom-

spezifischen Chemo- und Radiotherapie (45,47–49) 

 

 In unserer Studie untersuchten wir TP53-mutierte Subklone mit VAFs von bis zu 4.66% 

(8). Allerdings wurden bereits NGS-Techniken entwickelt, welche mutierte Allele mit 

Frequenzen von bis zu 0.1% zuverlässig identifizieren können (64). In CLL wurde bereits 

demonstriert, dass auch diese kleinsten TP53-mutierten Klone einen negativen Einfluss auf 

die Prognose haben (59,60). 
 

Ein weiteres diskussionswürdiges Thema betrifft die Untersuchung der VAF von 

Mutationen aus klinischen Proben.  Die VAFs beziehen sich entweder auf die gesamten 

mononukleären Zellen oder werden korrigiert, sodass sie sich nur auf die neoplastischen 

Zellen beziehen. Prinzipiell muss dabei aber auch bedacht werden, dass Mutationen, welche 

in präleukämischen Zellen vorkommen, auch an reife Blutzellen weitergegeben werden und 

damit die VAF beeinflussen (5,62). Durch Analysen von aufgereinigten T-Lymphozyten von 

diagnostischen AML-Proben mit TP53-Mutationen, konnten wir zeigen, dass diese 

Mutationen in bis zu 20% der T-Lymphozyten vorkommen (62).  
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Die Proben dieser Studie stammten sowohl von Blut als auch von Knochenmark, weshalb 

sich die Frage bezüglich deren Vergleichbarkeit auftut. Diesbezüglich konnten aber 

Duncavage et al. kürzlich zeigen, dass sich die klonale Architektur der AML und des MDS 

im Knochenmark und im Blut zum Zeitpunkt der Diagnose und im Verlauf der Therapie 

gleicht (65).  

 

In dieser Arbeit haben wir den prognostischen Einfluss von subklonalen TP53-Mutationen 

in Patientinnen und Patienten mit AML, welche eine Hochdosischemotherapie erhielten, 

dargelegt. Es wäre möglich, dass der gezeigte Einfluss nicht auf Patientinnen und Patienten 

mit TP53-Mutationen, welche mit hypomethylierenden Substanzen behandelt werden, 

übertragbar ist. Obwohl kein substanzieller positiver Einfluss auf das OS mit diesem 

Therapieschema gezeigt werden konnte, glichen sich zumindest die Ansprechraten von 

TP53-Wild-Typ und TP53-mutierten Patientinnen und Patienten. Daher wäre es notwendig, 

den Einfluss von subklonalen TP53-Mutationen in einer solchen Kohorte prospektiv zu 

untersuchen (8). 

 

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass subklonale TP53-Mutationen bei AML einen 

Marker für eine schlechte Prognose darstellen, unabhängig von der VAF der Mutation. 

Weiters untermauern unsere Daten die Wichtigkeit von NGS-Technologien für die 

Risikostratifizierung von Patientinnen und Patienten mit AML. Zukünftige Projekte werden 

die klonale Architektur der Proben untersuchen und erarbeiten, ob TP53-mutierte Subklone 

Eigenschaften von leukämischen Stammzellen aufweisen, was ihre Persistenz trotz 

zytotoxischen Therapien erklären könnte (8).         
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