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1 Einleitung

1.1.1 Akute myeloische Leukamie (AML)

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine genetisch und klinisch heterogene
klonale Erkrankung bei der unreife hamatopoetische Vorlauferzellen
(Progenitorzellen) eine klonale Funktionsstorung aufweisen und die Fahigkeit zur
normalen Differenzierung und Proliferation verlieren. Charakteristisch zeigt sich
eine Zunahme von frihen myeloischen Vorstufen im Knochenmark (KM), was zu
einer Insuffizienz der normalen Hamatopoese fiihrt. [109] Konsekutiv resultieren
daraus eine Granulozytopenie, eine Thrombozytopenie und eine Anamie; diese
kénnen mit oder ohne Leukozytose einhergehen. Hierdurch ergibt sich die typische
klinische Symptomatik, wie beispielsweise eine erhdhte Infektionsanfalligkeit, eine
verstarkte Blutungsneigung, Blutarmut oder allgemeine Schwache. Die Expansion
der leukamischen Vorlauferzellen aus dem KM, den sogenannten Blasten, kann zur
Infiltration weiterer Organe fuihren. Die Heilungschancen hangen stark vom Alter
des Patienten ab. Patienten bis 60 Jahre erreichen eine Funf -
Jahresuberlebensquote von 35 - 40%. Bei Patienten Uber 60 Jahre sinkt diese
Quote auf 5 - 15%. [32] Neueste Erkenntnisse im Bereich der molekularen
Pathogenese fordern die Entwicklung von zielgerichteten Therapien fur Patienten
aller Altersgruppen. Die Herausforderung besteht darin, die genetischen Varianten
der AML einer entsprechenden zielgerichteten Therapie zuzufihren und damit das

Uberleben der Patienten zu verbessern. [38]

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

Die Haufigkeit der AML betragt auf 100 000 Einwohner bezogen ca. 3,8
Erkrankungen pro Jahr. Die Inzidenz der Erkrankung ist mit hoherem Alter
zunehmend. In der Gruppe der Uber 65- jahrigen Patienten steigt daher die Zahl der
Erkrankungen auf ca. 17,9 Erkrankungen pro Jahr (wiederum bezogen auf 100 000
Einwohner). [42] Der Altersdurchschnitt der AML bewegt sich momentan zwischen

66 und 71 Jahren. [82] [146] Ein beginstigender Risikofaktor ist unter anderem die



Einleitung 2

Exposition gegeniber ionisierender Strahlung wie beispielsweise von atomarer
Strahlung nach dem Atombombenabwurf in Hiroshima oder Nagasaki. Bei der
Untersuchung von Patienten aus diesen betroffenen Gebieten war im Vergleich zum
Zeitraum vor 1945 eine geh&ufte Inzidenz an AML zu verzeichnen, einhergehend
mit Veranderungen der Chromosomen 5 und 7. Begiinstigende Risikofaktoren sind
des Weiteren auch anhaltende Benzolexposition oder eine Zytostatikaexposition.
[122] [170] Am haufigsten wird Benzol durch das Rauchen von Zigaretten
aufgenommen. Rauchen erhdht die Wahrscheinlichkeit an einer AML zu erkranken
um den Faktor 1,2-2,3. [83] Neben der de novo AML gibt es auch die Form der
sekundaren AML; dabei sind die sekundéare AML, welche auf dem Boden einer
vorangegangen hamatologischen Erkrankung, wie z.B. ein Myelodysplastisches
Syndrom (MDS), entsteht und eine therapieassoziierte AML zu unterscheiden.
Durch die Anwendung von Zytostatika in der Chemotherapie entwickeln 10 - 15%
der Patienten eine AML. Dabei treten zwei Haupttypen von therapiebezogener AML
(t-AML) auf: Der haufigste Typ tritt 5 — 10 Jahre nach dem Kontakt mit Alkylanzien
auf und zeichnet sich durch Aberrationen an den Chromosomen 5 oder 7 aus. Der
zweite Typ von therapiebezogener AML, welcher nach der Anwendung von
Doxorubicin und Etoposid vorkommt, tritt ca. 1 - 5 Jahre nach der Behandlung auf.
[153]

1.1.3 Klinische Prasentation

Das Beschwerdebild bei der AML ist unspezifisch. Patienten zeigen haufig starke
Mudigkeit, haben eine verminderte Leistungsfahigkeit oder zeigen Blasse der Haut.
Dies lasst sich auf die durch die AML ausgeléste Anamie zurlickfihren. Die
ebenfalls auftretende Neutropenie verursacht - unter anderem - bakterielle
Infektionen des Rachenraums und der Lunge. Die Thrombozytopenie erkennt man
in der Regel auch an Petechien und Ekchymosen. Der Krankheitsverlauf ist
uberwiegend kurz und schwer. In 40% der Falle betragt die Dauer der Anamnese
weniger als einen Monat. [86] Die h&aufigste Todesursache bei der AML ist das
Versagen des KMs (bone marrow failure). Die AML Blasten reifen nicht mehr zu

Erythrozyten, neutrophilen Granulozyten, Monozyten oder Thrombozyten aus.
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Durch die geringe Anzahl an Thrombozyten, der verminderten Zahl an
Gerinnungsfaktoren und der gesteigerten Fibrinolyseaktivitat weisen AML Patienten
eine verstarkte Blutungsneigung auf. Dies kann sich zum Beispiel an mukokutanen

Blutungen am Zahnfleisch zeigen.

1.1.4 Klassifikation der AML

Um die passende Therapie zu gewahrleisten, ist eine sehr prézise Diagnosestellung
und daraus resultierende Klassifikation und Risikostratifizierung von grol3er
Bedeutung. Einteilungskriterien wie Zyto- und Histomorphologie werden
zunehmend durch moderne zyto- und molekulargenetische Verfahren erganzt oder
ersetzt. [102] Von Bedeutung ist die Bestimmung des Blastenanteils im PB bzw. im
KM und ihre Differenzierung in Bezug zur myeloischen Reihe. Bis Ende der 90er
Jahre erfolgte die Einteilung der AML nach der French-American-British-
Klassifikation (FAB), welche nach morphologischen Gesichtspunkten differenziert.
[7] Danach werden durch mikroskopische Beurteilung der leukdmischen Zellen die
FAB Subtypen M1-M7 im histologischen Bild des KMs unterschieden (siehe Tabelle
1). Genetische Aberrationen und histo- / immunhistochemische Farbungen wurden

im Verlauf weitere Faktoren der Charakterisierung.
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Tabelle 1: French-American-British (FAB) Klassifikation der AML (modifiziert nach [102])

Kategorie Morphologie Haufigkeit
(in %)
MO Akute myeloblastische Leuk&dmie mit minimaler 3
Differenzierung
M1 Akute unreife Myeloblastenleukamie 15-20
M2 Akute reife Myeloblastenleukamie 25-30
M3 Akute Promyelozytenleukamie (APL) 5-10
M4 Akute myelomonozytare Leukamie 20
Mb5a Akute Monozyten - Leukamie ohne Ausreifung 5-10
M5b Akute Monozyten — Leukamie mit Ausreifung 2-9
M6 Erythrozytenleukamie 3-5
M7 Akute megakaryozytare Leukamie 3-12

Mittlerweile wird bei der AML zunehmend die umfangreichere Klassifikation der
World Health Organisation (WHO), welche die Bedeutung der genetischen
Veranderungen widerspiegelt angewendet. Zunéchst erfolgte 1999 die WHO
Klassifikation anhand zytogenetischer Alterationen. In der WHO Klassifikation von
2008 wurden erstmals die molekularen Marker NPM1 und CEBPA als sogenannte
provisorische Entitaten bericksichtigt. Diese wurden im aktuellen Update der WHO
Klassifikation von 2016 nun als distinkte Entitdten mit aufgenommen. Des Weiteren
wurde die AML mit RUNX1, sowie die AML mit BCR-ABL1 als neue provisorische

Entitaten inkludiert (siehe Tabelle 2). [31] [86] [30]
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Tabelle 2: Aktuelle WHO-Klassifikation der AML (2016) (modifiziert nach [4], [30] und [147])
Erlauterungen: Fur die Diagnose einer AML muss ein Knochenmarkblastengehalt von = 20% vorliegen; Ausnahmen sind
das Vorliegen der balancierten Translokationen t(15;17), t(8;21), inv(16) oder t(16;16) [4] Andere rekurrente chromosomale
Translokationen mit Einbeziehung von RARA sollten ebenfalls berichtet werden: t(11;17)(q23;912)/ZBTB16-RARA,;
t(11;17)(913;912); NUMA1-RARA,; t(5;17)(935;912); NPM1-RARA; STAT5B-RARA.

AML mit £(8;21)(q22;g22.1); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYH11

Akute promyeloische Leukdmie mit PML-RARA

AML mit £(9;11)(p21.3;¢23.3); MLLT3-KMT2A

AML mit t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21.3926.2) oder
t(3;3)(921.3.;026.2);GATA2, MECOM

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

Provisorische Entitat: AML mit mutiertem BCR-ABL1

AML mit mutiertem NPM1

AML mit bialellischem mutiertem CEBPA

Provisorische Entitat: AML mit mutiertem RUNX1

AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytare Leukamie

Akute monoblastische/monozytare Leukamie

Akute erythrozytare Leukamie

Akute megakaryoblastische Leukamie

Akute Basophilenleukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Transiente abnormale Myelopoese (Synonym:
transiente myeloproliferative Erkrankung)

Myeloische Leukamie assoziiert mit Down-Syndrom

Akute undifferenzierte Leukamie

Akute Leukamie, gemischter Phéanotyp, mit
1(9;22)(934;911.2); BCR-ABL15

Akute Leukamie, gemischter Phanotyp, mit t(v;11923);
MLL rearrangiert

Fortsetzung Tabelle 2 auf Seite 6
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Fortsetzung Tabelle 2

Akute Leukamie, gemischter Phanotyp, B/myeloid,
NOS

Akute Leukamie, gemischter Phanotyp, T/myeloid,
NOS

1.1.5 Pathogenese

Vor etwa ein bis zwei Dekaden ging man noch davon aus, dass sich die AML
Blasten aufgrund von zwei Klassen genetischer Veranderungen entwickeln. Dieser
Vermutung wurde ein zwei Klassen Modell, basierend auf der Funktion der
Mutation, zu Grunde gelegt: [45] Genetische Veranderungen der Klasse 1
beinhalten die Aktivierung von Oberflachenrezeptoren der Zellen wie zum Beispiel
RAS oder die Rezeptor-Tyrosinkinasen FLT3 und c-KIT, welche die Proliferation der
Zelle zur Folge haben. Klasse 2 Veranderungen zeichnen sich durch eine
Uberexpression von HOX Genen oder Formationen von Fusionsgenen aus, welche
die myeloische Differenzierung blockieren.[35] [172] Neuere Forschungsergebnisse
haben jedoch gezeigt, dass zwei Klassen an Genmutationen nicht ausreichen, um
die derzeit relevanten molekularen Marker und ihre Eigenschaften einzuordnen.
Mitglieder des ,Cancer Genome Atlas Research“-Netzwerks veroffentlichten
kirzlich eine Aufteilung in neun funktionelle Kategorien basierend auf einer Studie
mit 200 erwachsenen Patienten mit de novo AML, deren Genome mittels neuer
Technologien (Sequenzieren des gesamten Genoms durch hybridization capture -
basierte Methoden und deep digital sequencing) untersucht wurden. Folgende
Gruppen konnten dabei identifiziert werden: 18% der Patienten hatten Mutationen
in den Genen, die die transcription-factor-fusion kodieren, 27% im NPM1 Gen, 16%
in den tumor-suppressor Genen, 44% in den DNA-methylations-related Genen,
59% in den signaling Genen, 30% in den chromatin-modifying Genen, 22% in den
myeloid-transcription Genen, 13% in den cohesin-complex Genen und 14% in den
spliceosome-complex Genen. Nachfolgend untersuchten Papaemmanuil et al. 1540
AML Patienten mittels Sanger Sequenzierung. Insgesamt konnten 5234 ,driver®-
Mutationen in 76 Genen detektiert werden. 96% der Patienten hatten mindestens

eine ,driver”“ Mutation und 86% der Patienten wiesen zwei oder mehr Mutationen
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auf. Im Rahmen dieser Analyse konnte die Einteilung der AML auf 11 Klassen
erweitert werden (Siehe Tabelle 3). [13] [131]

Tabelle 3: Erweiterte Einteilung auf 11 Klassen (nach Papaemmanuil [131])

Klassen Patienten in %
inv(16) <5%
t(15;17) <5%
t(8;21) <5%
inv(3) <5%
t(6;9) <5%
MLL Fusionen <5%
NPM1 mutierte AML 27%
CEBPA biallelische AML 5%
Chromatin Spliceosome Gruppe

RNA splicing (SRSF2, SF3B1, U2AF1, und ZRSR2 Chromatin 18%
(ASXL1, STAG2, BCOR, MLL-PTD, EZH2, und PHF6)

TP53 13%
IDH2R172 Mutationen 1%

Die haufigsten mutierten Gene der jeweiligen AML Untergruppe aus der Studie von

Papaemmanuil et al. sind in der folgenden Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Die am haufigsten mutierten Gene (modifiziert nach Papaemmanuil [131])

1Fir diese Untergruppe wird eine oder mehrere Driver Mutationen in mindestens einem der folgenden Gene benétigt: RUNX1,
ASXL1, BCOR, STAG2, EZH2, SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2 oder MLL-PTD

Genomische Untergruppe

Die darin am haufigsten mutierten Gene

AML mit NPM1 Mutation

NPM1, DNMT3A, FLT3-ITD, NRAS

TET2, PTPN11

AML mit mutiertem Chromatin,

RUNX1, MLL-PTD, SRSF2, DNMT3A

RNA-splicing Genen oder beides?

ASXL1, STAG2, NRAS, TET2, FLT3-ITD

AML mit TP53 Mutation, chromosomaler
Aneuploidie, oder beides

Komplexer Karyotyp, -5/5q, -7/7q
TP53,-17/17p,-12/12p, +8/8q

AML mit inv(16)(p13.1922) oder

inv(16), NRAS, +8/8q, +22,

1(16:16)(p13.1;022); CBFB—MYH11

KIT, FLT3-ITD

AML mit biallelischen CEBPA Mutationen

CEBPAvilelisch NRAS, WT1, GATA2

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

t(15;17), FLT3-ITD, WT1

AML mit £(8:21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1

1(8;21), KIT, =Y, -9q

AML mit MLL Genen; t(x;11)(x;923)8

t(x;11g23), NRAS

AML mit inv(3)(g21g26.2) oder t(3;3)

inv(3), -7, KRAS, NRAS,

(421;026.2); GATA2, MECOM (EVI1)

PTPN11, ETV6, PHF6, SF3B1

AML mit IDH2R172 Mutationen

IDH2R72 DNMT3A, +8/8q

ohne weitere klassifizierte Lasion

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

t(6;9), FLT3-ITD KRAS

AML mit Driver Mutation aber keiner

FLT3-ITD, DNMT3A

klassifizierten Lasion

AML ohne entdeckte Driver-Mutationen

AML in mindesten 2 Einteilungs
gruppen

1.1.6 Prognosefaktoren

Um die Prognose einer AML abschatzen zu kénnen, mussen klinische, zyto- als
auch molekulargenetische Faktoren, sowie das Alter des Patienten beachtet
werden. Zu den unglnstigen Faktoren gehdren ein hoheres Alter, ein Befall des
Zentralen Nervensystems (ZNS), eine erhohte Komorbiditat, eine erhéhte Anzahl
von Leukozyten, eine therapieassoziierte AML und vorherige hamatologische
Erkrankungen, beispielsweise das MD oder myeloproliferative Neoplasien (MPN).
[102] [30] Die grofte Bedeutung in Bezug auf die Prognose wird den
zytogenetischen Risikofaktoren zugesprochen.[12] [38] Prognostisch kdonnen die

zytogenetischen Variationen in drei Risikogruppen, gunstig, intermediar und



Einleitung 9

ungunstig, unterteilt werden. [31] [101] Das internationale Expertengremium des
European LeukemiaNet (ELN) hat die vorhandene Risikostratifizierung von 2010
aktuell (2017) Uberarbeitet und dem aktuellen Wissensstand angepasst und hierbei
die molekularen Marker mit einbezogen (siehe Tabelle 5). [31] In der alten Einteilung
gab es eine Unterteilung in intermediares Risiko 1 und 2. Diese Unterteilung wurde
verworfen, da sie mehr auf genetischen Gesichtspunkten statt auf prognostischen
Gesichtspunkten basierte. [30] Eine gunstige Prognose lasst sich bei einer CEBPA-
Mutation und einer NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp) oder NPM1 mit FLT3-
ITD'¥ (low steht fir niedrige Allellast) Mutation stellen. Die Allellast ist in der ELN
Klassifikation der entscheidende Faktor bei FLT3, sie unterscheidet zwischen
gunstig und ungunstig [147] Eine weitere glnstige Aberration, die nicht in der
Tabelle 5 berucksichtigt wurde und eine gute Prognose aufweist, ist die Akute
Promyelozyten Leukamie (APL). APL weist unter allen AML Erkrankungen mit 80%
Uberlebensrate die beste Langzeitprognose auf. [99] Bei der APL ist die Zellreifung
gestort. Dies wird durch eine transkriptionelle Unterdrickung der Differenzierungs-
Blockade verursacht und lasst sich auf die t(15;17) PML-RARA zurUckfihren. [137]
Ebenfalls in der Gruppe mit guinstiger Prognose sind die Core Binding Faktor (CBF)
Leukamien. Diese sind heterodimere Transkriptionsfaktoren. Zu den CBF-
Leukamien werden folgende Translokationen gezahlt: t(8;21)(q22;q22), RUNX1-
RUNX1T1, inv(16)(p13.1;922) oder t(16;16)(p13.1;922), CBF-MYH11. [97] Liegt
jedoch beispielsweise eine t(8;21) in Verbindung mit einer KIT Mutation vor, wird
von einer ungunstigen Prognose ausgegangen. [2] Ein intermediares Risiko weisen
Patienten mit zytogenetisch normalem Karyotyp auf. Der normale Karyotyp macht
aktuell ca. 45% aller AML aus. [120] Ein ungunstiges Risiko weisen Patienten mit
komplexem Karyotyp (= 3 Aberrationen ohne Vorliegen AML assoziierter rekurrenter
genetischer Veranderungen) auf. Bei ca. 75% der Patienten kommt es zu Rezidiven
und nur 10% der Patienten weisen eine Remission uber funf Jahre hinaus auf. [31]
Zur Kategorie der ungunstigen Prognosen gehdren folgende Mutationen: RUNX1,
ASXL1 und TP53. TP53™! in Verbindung mit einem komplexen Karyotyp haben
hierbei die schlechteste Prognose. [131] [30] Aktuelle Daten zeigen, dass die
prognostische Bedeutung der Mutationen haufig von Ko-Mutationen oder dem
Fehlen weiterer Ko-Mutationen abhangig ist. Die Mutation von NPM1 kann dafur als
Beispiel herangezogen werden. Eine NPM1™t hat nur dann eine glinstige

Prognose, wenn keine FLT3-ITD Veranderung oder eine FLT3-ITD"" vorliegt. Ein
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Beispiel fur eine schlechte Prognose ist, wenn zusatzlich zu NPM1 sowohl in
RUNXT als auch in ASXL1 eine Mutation vorliegt, diese Kombination tritt jedoch
sehr selten auf. [131] [52] [139] [65] Ein weiterer wichtiger Faktor flr die Prognose
ist die Uberpriifung einer minimalen Resterkrankung — minimal residual disease
(MRD). Diese kann anhand verschiedener Verfahren festgestellt werden, zum
Beispiel entweder mittels Next Generation Sequencing, digitaler PCR,
Multiparameter Durchflusszytometrie (multiparameter flow cytometry - MFC) oder
aber mittels real-time quantitative PCR (RT-gPCR). [58] [30] Eine Analyse mittels
MFC kann in 90% aller Falle eine aussagekraftige Prognose geben und ist daher
zuverlassiger als eine Morphologie basierende Beurteilung bezuglich einer
CR.[127] Momentan ist eine Analyse mittels MFC noch sehr aufwendig und
komplex. Daher sollte eine Analyse nur von spezialisierten Laboren durchgefihrt
werden, bis die Verfahren weiter standardisiert sind. [30] Die MRD wird bei
modernen Therapiekonzepten, naheres im Abschnitt ,Therapie®, regelmalig
ermittelt, um das Therapieansprechen und die weitere Behandlungsweise zu

bestimmen. [30]
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Tabelle 5: Risikostratifizierung der AML beziiglich zyto- und molekulargenetischen
Veridnderungen' (nach ELN [30] [147]) Erlauterungen: "low= low allelic ratio Iniedrige Allellast, 2 high= high
allelic ratio/ hohe Allellast, 3 Fiir die meisten dieser Veranderungen liegen zu kleine Fallzahlen vor, um belastbare

Aussagen zur Prognose machen zu kénnen. 423 Veranderungen in der Abwesenheit der balancierten Veranderungen
t(15;17), 1(8;21), inv(16) oder t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;q23), t(6;9), inv(3) oder t(3;3). ITD Interne Tandemduplikation.

Giinstig 1(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp) oder mit
FLT3-ITDw 1

Biallelisch mutiertes CEBPA (normaler Karyotyp)

Intermediar Mutiertes NPM1 und FLT3-ITD"s"2 (normaler Karyotyp)

Wildtyp-NPM1 und FLT3-ITD"¥ (normaler Karyotyp)

Wildtyp-NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)

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

Zytogenetische Veranderungen nicht als glinstig oder ungunstig
klassifiziert3

Ungiinstig 1(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); KMT2A rearrangiert

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

inv(3)(q21926.2) oder (3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1

-5 oder del(5q); -7; abnl(17p); komplexer Karyotyp*

Wildtyp NPM1 und FLT3-ITDMen 4

Mutiertes RUNX1

Mutiertes ASXL 1

Mutiertes TP53

1.1.7 Therapie

Die Behandlung einer AML besteht in der Regel aus einer Kombination von
Anthrazyklinen wie Daunorubicin oder Idarubicin und Cytarabin. Seit tGber drei
Jahrzehnten findet diese ,klassische® Kombination von Medikamenten Anwendung.
Die Therapie gliedert sich in zwei Phasen: In der ersten Phase wird versucht, eine
vollstdndige Remission (CR) zu erreichen. Die Induktionstherapie nach dem ,7 + 3°
Schema hat sich als Standard etabliert. ,7 + 3“ bedeutet, dass drei Tage intravends
Anthrazykline (z.B. Daunorubicin 60 mg/m?; Idarubicin 10 - 12 mg/m?) und sieben
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Tage kontinuierlich Cytarabin (100 - 200 mg/m?) Infusionen gegeben werden. [33]
Diese Therapie fuhrt bei ca. 60 - 80% der Erwachsenen bis zum 60. Lebensjahr zu
einer CR. Uber das 60. Lebensjahr hinaus erfahren 40 - 60% der Patienten eine
CR. [30] Von einer CR sprechen wir, wenn im KM ein Blastenanteil unter 5%
ermittelt wird und keine zirkulierenden Blasten im PB gefunden werden kdnnen. Die
Neutrophilenzahl muss tGber 1000 /pl und die Thrombozytenzahl tber 100 000 /ul
liegen. [30]. Die zweite Phase der Therapie zielt darauf ab, die erreichte Remission
zu erhalten (Konsolidierung). Die Standardtherapie nach Erreichen der Remission
fur Patienten mit glinstigem genetischem Risiko (siehe Tabelle 5) besteht aus 2 - 4
Zyklen Cytarabin in einer Dosierung von 1000 - 1500 mg/m?. Es wird in der Regel
alle 12 Stunden fur 3 Tage intravends verabreicht. Patienten, die in die Gruppe mit
intermediarem oder ungunstigem Risiko fallen, wird ergéanzend oder alternativ eine
allogene Stammzelltransplantation (SZT) empfohlen. [32] Bleibt ein Patient fir 3
Jahre in Remission, liegt die Wahrscheinlichkeit eines Rtickfalls unter 10%. [103]
[157] [20] Bei der allogenen SZT wirken Spender- T- Lymphozyten gegen maligne
Patientenzellen. Dies wird als Graft-Versus-Leukemia Effekt (GVL) bezeichnet. Die
therapiebezogene Sterblichkeitsrate betragt 10% - 25%. [157] [163] Mit
zunehmendem Alter sinkt die Chance auf eine erfolgreiche Therapie der AML: Bei
Uber 65-jahrigen AML Patienten besteht aufgrund zunehmender Therapieresistenz
sowie einer zunehmenden Anzahl an unginstigen genetischen Aberrationen eine
wesentlich schlechtere Prognose. [39]. Ein bedeutender Faktor bei é&lteren
Patienten ist die therapiebedingte Mortalitat (treatment related mortality — TRM). Die
Anzahl an Patienten, welche durch therapiebedingte Einflisse versterben, geht
jedoch durch verbesserte Behandlungsmethoden und eine stetig ansteigende
Allgemeinverfassung alterer Patienten zuriick. [30] Abbildung 1 zeigt die 5 - Jahres

Uberlebensquote nach Juliusson et al. [82]
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5 Jahres Uberlebensquote in Prozent
70%
60%

50%

40%

30%

20%

10% I

1 . - _

30-44  45-54 55-64 66-69 70-74 75-79  80-84 Alter

Abbildung 1: 5 Jahres Uberlebensquote (Daten fiir Excelgrafik entnommen aus Juliusson et al. [82])

Erlauterungen: y- Achse prozentualer Anteil an Patienten, x- Achse Alter der Patienten.

Neue Therapieansatze werden durch die persistierende unginstige Prognose der
Erkrankung, aber auch durch das héhere mediane Erkrankungsalter und damit
einhergehenden Komorbiditaten erforderlich. Eine starkere Orientierung an der
molekularen Pathogenese ist aktuell wesentlicher Teil der Forschung, um Patienten
zielgerichtet zu therapieren. Mdgliche Zielstrukturen, auch targets genannt sind z.B.
mutierte oder deregulierte molekulare Zielstrukturen, aber eine Inhibition der
zellzyklusaktivierter Proteine oder auch der Einsatz von Myelopoese assoziierter
Antikorper. [147] Ein Therapieentscheidung grundet auf einer zeitnahen
molekularen Diagnostik. Dies wird beispielsweise von der AMLSG innerhalb von 48
Stunden, mit einer konsekutiven Therapieempfehlung, moglichst im Rahmen einer
klinischen Studie entsprechend dem Genotyp der AML, durchgefiihrt. Eine

Ubersicht der diagnostischen MaRnahmen ist in Tabelle 6 festgehalten.
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Tabelle 6: Diagnostische MalRnahmen (nach Dohner et al. [30])

1 Ergebnisse der zytogenetischen Analyse sollten innerhalb der ersten 5 - 7 Tage vorliegen, es werden mind. 20
Knochemarksmetaphasen benétigt, um den normalen Karyotyp zu bestimmen. 2 Ergebnisse des Mutationsscreenings sollten
fur NPM1 und FLT3 innerhalb von 48 - 72 Stunden vorliegen, fur weitere Gene innerhalb des ersten Behandlungszykluses. 3
Falls schnell Ergebnisse zwecks Therapieweg vorliegen missen. 4 Inkl. ethnische Herkunft,vorangegangene Vergiftungen
oder Verstrahlungen, so umfangreich wie mdéglich. 5 ermdglicht die Diagnose Uber myeloide Neoplasien in der Vergangenheit

Tabelle 6 diagnostisches Vorgehen bei AML
Tests um die Diagnose zu
ermdglichen vollstandige Erfassung der Blutmenge

Knochenmarkspunktion
Knochenmarks-Stanzbiopsie
Immunphanotypisierung

Genetische Analysen Zytogenetische Bestimmung *
Mutationsscreening in folgenden GenenZ2;
NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3, TP53, ASXL1
Screening nach folgenden Genveranderungen3:
PML-RARA, CBFB-MYH11, RUNX1-RUNX1T1,
BCR-ABL1, sonstige Fusionsgene

Weitere Tests Demographische und medizinische Vorgeschichte*
Detaillierte Familiengeschichte
Hamatologische Vorgeschichte®
Korperliche Fitness (ECOG/WHO Punkte)
Analyse von Komorbiditaten
Biochemische Analysen, Koagulationstest
Urinprobe
Im gebarfahigen Alter Schwangerschaftstest
Wenn Patientenwunsch, Sperma Cryopreservation
Beurteilung, ob allogene HCT méglich,
inklusive HLA Bestimmung, Hepatitis A, B, C Test
HIV1 Uberpriifung
Thorax Rontgen, Elektrokardiogramm
Lumbal Punktion

Biobanking
Beurteilung des Ansprechverhaltens RT-PCR, um Mutationen zu ermitteln
mittels RT-PCR oder MFC MFEC, um MRD zu uberprifen

Eine Reihe von erfolgversprechenden therapeutischen Substanzen wurde in
jungster Zeit zugelassen oder wiederzugelassen. In den USA und in Europa wurde
Midostaurin zugelassen, welches im Abschnitt FLT3 naher behandelt wird.
Enasidenib, ein IDH2- Inhibitor ist momentan nur in den USA zugelassen. Auf diese
Substanz wird im Kapitel IDH1/2 eingegangen. Gemtuzumab-Ozogamicin (GO),
welches 2010 vom Markt genommen wurde, hat im Jahr 2018 eine
Wiederzulassung durch die amerikanische FDA (Food and Drug Administration)

erhalten. [192] GO ist ein Konjugat aus CD33-Antikdrper und Zytotoxin



Einleitung 15

Calicheamicin. [138] In Studien konnte gezeigt werden, dass die Hinzunahme von
GO zu einer Chemotherapie, die Rezidivrate reduziert und das rezidivfreie
Uberleben (RFS) signifikant verlangert und dies tiber alle AML-Subgruppen hinweg.
Die Wirkung ist nach aktueller Studienlage nicht altersabhangig und auch nicht mit
krankheits- oder patientenspezifischen Charakteristika assoziiert. Den positivsten
Effekt weist die nach ELN ginstigste Risikogruppe auf. In der intermedidren
Risikogruppe ist noch ein leicht positiver Effekt bei der Einnahme von GO zu
verzeichnen, wahrend Patienten mit Hochrisiko-Zytogenetik nicht von GO
profitieren. [192] [100] Ein weiteres vielversprechendes Medikament ist CPX-351.
Es beinhaltet Cytarabin und Daunorubicin in einer liposomalen Formulierung im
Verhdltnis 5:1. [111] Verglichen mit der konventionellen ,7 + 3“ Chemotherapie
konnte bei de novo AML keine erhohte OS festgestellt werden, jedoch eine
gesteigerte CR Rate und ein verbessertes OS bei Patienten mit sekundarer AML.
[90] Nach einer weiteren Studie welche diese Ergebnisse unterstitzen, wurde CPX-
351 von der FDA im August 2017 und von der European Medicines Agency (EMA)
2018 zur Behandlung von t-AML und AML-MRC zugelassen. [25] [175] Bei
Patienten mit niedrig proliferativer AML, welche sich durch einen Anteil von KM-
Blasten < 30% auszeichnet, konnten mit hypomethylierenden Substanzen wie
Azacitidin oder Decitabine positive Ergebnisse in der palliativen Therapie erzielt
werden. [41] Die beiden Wirkstoffe verringern die abberante Methylierung von
Cytosinresten in der DNA. Die Nebenwirkungen wie Hautirritationen, Infektionen
und Abszesse an der Injektionsstelle sind bedeutend geringer im Vergleich zu den
Nebenwirkungen einer Induktionstherapie. Eine Therapie mit Azacitidin oder
Decitabine kann ambulant durchgefiihrt werden. [41] Noch immer werden ein Drittel
aller alteren Patienten palliativ ohne aktive Therapie betreut, da Komorbiditaten und
eine hohere Anzahl an Genmutationen mit ungtinstiger Prognose die Therapie
erschweren. [113] Momentan befindet sich Venetoclax in der Erprobungsphase, von
diesem Wirkstoff erhofft man sich, bei Patienten die nicht fir eine Induktionstherapie
in Frage kommen, hohere CR Raten. [175]
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1.2 Molekulargenetik

1.2.1 Molekulargenetische Analysen

Grundlage flr die neuen Therapieformen ist das Verstandnis der Pathogenese.
Molekulare Marker kommen neben ihrer Funktion als Prognosefaktoren auch als
potentielle Angriffspunkte fur zielgerichtete Tumortherapien in Frage. Zu den
relevanten molekularen Veranderungen gehoren unter anderem Mutationen in den
Genen FLT3, NPM1, TP53, CEBPA, IDH, DNMT3A und RUNX1. [119]

1.2.2 FMS-related-tyrosine-kinase-3 (FLT3)

Das FMS-related tyrosine kinase 3 (FLT3) Gen ist auf dem Chromosom 13q12
lokalisiert und gehoért in die Gruppe der Klasse Il Rezeptortyrosinkinasen. Es
besteht aus einer Tyrosinkinasedomane, funf extrazellularen Domanen, einer
transmembranaren Domane und einer juxtamembranaren Domane. [55] Mutationen
im FLT3 Gen werden bei ca. 30% aller Erwachsenen mit neu diagnostizierter AML
festgestellt. [156] Davon haben Dreiviertel aller Patienten eine interne
Tandemduplikation (FLT3-ITD), dies verursacht die Duplikation von mehreren
Aminosauren, die in der juxtamembranaren Region lokalisiert sind. ITD
Translokationen werden in Verbindung mit einer hohen Allellast (high allelic ratio)
mit einer schlechten Prognose und einer hohen Rezidivrate in Verbindung gebracht.
[156] Etwa 8% aller Patienten, bei welchen eine AML diagnostiziert wird, haben
FLT3 Punktmutationen in der Tyrosine-Kinase-Domane (TKD Mutationen). Der
Effekt von FLT3-TKD ist im Gegensatz zu FLT3-ITD hinsichtlich der Prognose
jedoch bisher nicht eindeutig. [180] Eine ligandenunabhangige Dimerisierung sowie
eine Autophosphorylierung und Aktivierung des Proteins wird durch den Verlust der
autoinhibitorischen Funktion in der juxtamembranaren Domane bei beiden
Mutationstypen ausgelost. Dies fuhrt zu einer Beeintrachtigung der
Zelldifferenzierung. [156] Die prognostische Relevanz der FLT3-ITD wurde durch
etliche Studien belegt. Diese haben gezeigt, dass FLT3-ITD mit einer erhohten
Laktatdehydrogenase (LDH) und eine erhdhte Leukozytenzahl assoziiert sind. [179]
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[8] Bei der AML mit FLT3-ITD hangt das Therapieansprechen und der Verlauf der
Erkrankung hauptsachlich von der ITD Allellast ab. Wie schon im Kapitel ,1.1.6. -
Prognosefaktoren® beschrieben, haben Patienten mit NPM 1™t und FLT3-ITD'*" eine
ahnliche Prognose wie Patienten mit NPM1™, die keine FLT3 Mutation aufweisen.
Sie sind der Gruppe mit glnstiger Prognose zugeteilt. [10] Patienten mit FLT3-
ITDM9" in Verbindung mit Wildtyp NPM1 werden in die Gruppe mit ungunstiger
Prognose eingeteilt. [30] Die FLT3-Mutation bietet einen aussichtsreichen
pharmakologischen Angriffspunkt. [72] Die erste Generation an FLT3 Inhibitoren
zeigte bei Patienten mit einer refraktaren oder rezidivierten AML eine Verringerung
von Blasten im PB und im KM, waren jedoch in Hinblick auf ihre Inhibitoren relativ
unspezifisch. [155] Die Folgegeneration - beispielsweise Quizartinib und Gilteritinib
- flhrten zu einer Verbesserung der Ansprechrate bei Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung. [156] Midostaurin fihrte in einer von Stone et al. durchgefuhrten Studie
zu einer Verbesserung des Ansprechverhaltens in Verbindung mit einer
Chemotherapie. Bei Patienten zwischen 18 und 59 Jahren, welche alle eine AML
mit FLT3-ITD aufwiesen, konnte eine CR Rate von 59% und in der Placebo
Kontrollgruppe eine CR Rate von 54% erreicht werden. Der Einsatz von Midostaurin
bewirkte, dass das OS der mit Midostaurin behandelten Gruppe nach vier Jahren
deutlich besser (63,7%) als das Gesamtuberleben der Gruppe mit Placebo (55,7%)
war. [156]

1.2.3 Nucleophosmin (NPM1)

Nucleophosmin ist Uberwiegend im Zellkern lokalisiert und flr den Transfer von
ribosomalen Proteinen durch die Zellmembran zustandig. Daher wird es auch als
Shuttleprotein  bezeichnet. [37] NPM1 reguliert anteilig den ARF-p53
Tumorsuppressor — Signalweg. NPM 1™t gehdren mit 25% - 35% zu den haufigsten
Mutationen bei AML Patienten. [40] [32] Die Veranderung am Gen selbst wird
uberwiegend durch Mutationen ausgelost, nur in seltenen Fallen durch
Translokationen. Durch Veranderungen am C-Terminus und einem erhohten
Exportverhalten kommt es zu einer Verlagerung von Nucleophosmin ins

Zytoplasma. Dies flhrt zu einer Beeintrachtigung des TP53-Tumorsuppressor -
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Signalwegs. [173] [182] Eine funktionelle Abhangigkeit der Marker NPM1 und FLT3
ist naheliegend, da die NPM1™tund FLT3-ITD haufig zusammen auftreten. [40]
Eine Mutation von NPM1 ohne FLT3-ITD oder FLT3-ITD"¥ wird prognostisch
aufgrund der CR Raten und der hoheren OS Rate als gunstiger Faktor angesehen,
auch wenn die Patienten &lter als 60 Jahre alt sind. [34] [30] [114] 40% aller NPM1mut
Patienten weisen eine FLT3-ITD auf, 10 - 15% eine FLT3-TKD und 25% eine IDH™,
[134] [117] Von Bedeutung ist - wie bei FLT3 Mutationen - das Auftreten von Ko-
Mutationen (siehe Tabelle 4). Daruber hinaus eignet sich NPM1 als molekularer
Marker zur Bestimmung der MRD. Kronke et al. untersuchte diese Erkenntnis der
MRD um auf das Rezidiv-Risiko zu schlieRen. Er stellte fest, dass nach den ersten
zwei Induktionszyklen sowie nach durchlaufener Therapie, das weitere Auftreten
von NPM1™ Transkripte ein signifikanter Prognosefaktor in Bezug auf CR und OS
darstellt und damit in die Therapieentscheidung mit eingebunden werden sollte. [89]
Schnittger et al. untersuchte den Zusammenhang von NPM1™t und der MRD
ebenfalls und stellte eine Korrelation von NPM1™4t und der MRD fest. Ein Screening
der Patientenkohorte nach 120 Tagen, zeigte einen signifikanten Einfluss von
NPM 1™t MRD auf das EFS. Auch diese Studie zeigt, dass das MRD Screening ein
bedeutender prognostischer Faktor flir das Therapieansprechen und Rezidiv-Risiko
darstellt. [148] Ivey et al. konnte nach der Konsolidierungstherapie noch bei 15%
der Patienten NPM1™ Transkripte nachweisen. Festgestellt wurde innerhalb der
ersten drei Jahre ein erhdhtes Rickfall-Risiko (82%) im Vergleich zu Patienten ohne
NPM1™t Transkripte (30%). Es konnte eine Korrelation zwischen einer steigenden
Anzahl an NPM 1™ Transkripten und dem erneuten Auftreten einer AML festgestellt
werden. Daher kann eine Bestimmung der MRD ein entscheidender Faktor sein.
[76]

1.2.4 CCAA/enhancer-binding-protein a (CEBPA)

Das CEBPA Gen ist auf der chromosomalen Bande 19q13.11 lokalisiert. CEBPA
wird bei der Granulozytopoese stark exprimiert und ist in den myelomonozytaren
Zellen ein Transkriptionsfaktor mit Bedeutung fur die Granulozytendifferenzierung.

In einem Tierversuch war die Bildung von Granulozyten bei Knock-out-Mausen
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gestort, andere hamatopoetische Zelllinien blieben jedoch unverandert. [165] Die
festgestellten Veranderungen betreffen entweder das C- oder das N-terminale Ende
des Proteins. [91] Je nachdem, welches Ende des Proteins betroffen ist, ergeben
sich verschiedene Veranderungen: Bei der C-terminalen Mutation wird das DNA-
Bindungspotential und das Dimerisationspotential der Leucin-Zipper-Domane
(bZIP) reduziert. Hingegen entsteht bei der N-terminalen Mutation eine
Uberexpression der dominant-negativen-lsoform oder ein verkirztes Protein. In
beiden Fallen ist die Funktion des Proteins erheblich eingeschrankt. [107] CEBPA
reguliert des Weiteren die Stammzellenaktivitat in der Leukamieentstehung. [194]
Ist CEBPA defekt oder fehlend, exprimieren hamatopoetische Stammzellen
verstarkt BMI1. BMI1, ein sog. Polycomb-Gen weist in den hamatopoetischen und
leukamischen Stammzellen eine Selbsterhaltungsfunktion auf. [92] CEBPA-
Mutationen (CEBPA™) treten bei AML-Patienten in 5% - 14% der Falle auf und
werden mit den FAB-Subtypen M1, M2 und M4 assoziiert. [91] In der aktuellen WHO
Klassifikation sind biallelische CEBPA Mutationen in der Gruppe- ,AML mit
rekurrenten genetischen Veranderungen® - zu finden. Biallelische Mutationen von
CEBPA treten in nur 4 - 5% der AML Falle auf und werden in den aktuellen ELN
Empfehlungen in der Gruppe mit gunstiger Prognose assoziiert. [10] [30]
Monoallelische Mutationen von CEBPA treten haufig in Verbindung mit Ko-
Mutationen wie NPM1m™t oder FLT3-ITD auf. Bisher konnte jedoch kein
prognostischer Unterschied zwischen monoallelisch mutiertem CEBPA und Wildtyp
CEBPA festgestellt werden. Ein Vorteil im OS konnte jedoch bei Vorhandensein

einer NPM1™in einer Studie von Dufour et al. festgestellt werden. [36]

1.2.5 IDH 1/2

IDH (Isocitrat Dehydrogenase) sind Enzyme und Enzymkomplexe, die fur die
Entstehung von a-Ketoglutarat durch oxidative Abspaltung von Kohlenstoff von
Isocitrat katalysieren. Dies ist ein Teil des Citratzyklus und kommt im Stoffwechsel
aller Lebewesen vor. Fur die AML hat sich das Gen IDH1 und IDHZ2 von Bedeutung
herausgestellt. Darlber hinaus gibt es noch die Gene IDH3A, IDH3B und IDH3G.
IDH1 stellt das zytoplasmatische IDH dar und IDHZ2 das mitochondriale IDH. [27]
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Somatische Mutationen in einem der beiden Gene verursachen die Bildung von R2-
Hydroxyglutarat (R2HG). R2HG ist ein Onkometabolit und hemmt verschiedene a-
Ketoglutarat abhangige Dioxygenasen. [187] Dies fuhrt zu bedeutenden
epigenetischen Veranderung in den blutbildenden Zellen, welche direkt die
Zelldifferenzierung beeintrachtigen. [123] IDH1™t und IDH2™ gehdren zu den
haufigsten Veranderungen der AML. Erstmals wurden Mutationen dieser zwei Gene
allerdings bei sekundaren Glioblastomen beschrieben. [43] [133] Bisher konnten in
IDH3 keine krebsrelevanten Mutationen gefunden werden. Erklart wird dies damit,
dass IDH3 ahnliche Funktionen erfillt wie IDH1 und IDH2. IDH3 hat genetisch und
strukturell jedoch nichts mit den Enzymen von IDH1 und IDH2 gemein. [123]
Mutationen von IDH1 treten gehauft am Codon 132 (IDH1R'32) auf und ersetzen
Arginin durch Histidin oder Cystein. Bei IDHZ2 sind zwei Hotspots vorhanden, einer
am Codon 140 (IDH2R'4%) und ein weiterer am Codon 172 (IDH2R'72). Bei beiden
findet ebenfalls ein Austausch von Arginin statt. [123] Bei ca. 20% aller Patienten
mit AML werden IDH1/2 Mutationen (IDH1/2™4) gefunden. IDH1™t (IDH1R132)
kommen bei ca. 6 - 16% der Patienten vor und IDH2™t (IDH2R140 und IDH2R17?) bei
ca. 8 - 19% der Patienten [108] [13] [134] Bei Patienten mit isolierter Trisomie 8 oder
AML mit Deletion(5q) konnte ebenfalls eine Haufung von IDH™ festgestellt
werden.[132] [105] IDH1R'32 und IDH2R'%0 sind haufig mit Ko-Mutationen von MLL
und NPM1 zu finden, bei letzterem allerdings nur, wenn kein FLT3-ITD vorhanden
ist. Im Gegensatz zu IDH1R'32 und IDH2R'4% wurde bisher bei IDH2R'72 keine
Verbindung zu anderen Mutationen gefunden. Dies liegt vermutlich daran, dass
IDH2R'7?2 eine eigene Entitdt mit unterschiedlicher Genexpression und
unterschiedlichem Methylierungsprofil ist. Hierzu passend auch die Daten von
Papaemannuil et al. [131] [108] Prognostisch zeigen Studien bezuglich IDH
Mutationen unterschiedliche Ergebnisse. Von Relevanz ist das Auftreten von Ko-
Mutationen. NPM1mt wirkt sich positiv auf die Uberlebensrate aus. IDH1™!t und
IDH2™t haben laut Kosmider et al. einen negativen Einfluss auf die Prognose bei
MDS und MPN. Es wird vermutet, dass eine Mutation der beiden Gene in
Verbindung mit MDS oder MPN zu AML fiihren kann. [88] Eine Vielzahl von Studien
belegt, dass IDH1R132 ynd IDH2R'0 in der Evolution einer AML sehr friih auftreten
und in selbsterneuernden pra-leukamischen blutbildenden Stammzellen zu finden
sind. Diese pra-leukdmischen blutbildenden Stammzellen sind Vorganger der

Leukamiezellen. Diese Zellen Uberstehen die Standard - Induktionstherapie und
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fungieren als Reservoir wahrend der klinischen Remission. Dies fuhrt dazu, dass
sich die AML erneut bilden kann. Diese Erkenntnisse haben zur Entwicklung von
Enzym - Inhibitoren fur das mutierte IDH gefuhrt.[22] [24] Diese Inhibitoren - wie
beispielsweise Ivosidenib fur IHD1 oder Enasidenib fur /IHD2, welches in den USA
seit August 2017 zugelassen ist - fihren zu einer relevanten Reduktion von R2-HG.
[123]

1.2.6 ASXL1

ASXL1 steht fur Additional sex comb-like 1. Dieses Gen ist auf der chromosomalen
Bande 20q11.21 lokalisiert. Mutationen fiihren zum Funktionsverlust des Gens und
treten bei ca. 5 - 11% aller AML Falle auf. [116] Die genaue Funktion von ASXL1 ist
bisher noch nicht abschlieend geklart. Es wird jedoch angenommen, dass das Gen
in der epigenetischen Regulation (DNA Modifikation und/oder Histon
Regulierungen) eine bedeutende Rolle spielt. [48] ASXL1™' treten bei Patienten
uber 60 Jahre funf Mal haufiger auf (ca. 16%) als bei jungeren Patienten. [116]
ASXL1MY tritt in der AML vor allem mit genetischen Alterationen wie RUNX1-
RUNX1T1, NPM1, FLT3 ohne ITD und mutiertem CEBPA auf. ASXL1™t hat eine
ungunstige Prognose in Bezug auf eine CR und das OS, so wurde diese Mutation
auch als ungunstiger prognostischer Faktor in die aktuellen Empfehlungen des ELN

mit aufgenommen (siehe Tabelle 5). [3] [30]

1.2.7 RUNX1

RUNX1 - Runt-related transcription factor 1, auch AML1 oder core-binding factor
subunit-2 (CBFA2) genannt, ist ein Protein, welches vom RUNX7 Gen gebildet wird.
[5] Es spielt eine bedeutende Rolle in der Blutbildung und befindet sich auf dem
Chromosom 21q22.12. Es besteht aus 12 Exons und teilt sich in die Runt Domane
(RHD) Exon 2, 3 und 4 und die Transaktivierungsdomane (TAD) Exon 6. [164] Das
RUNX1 Gen ist in verschiedenen chromosomale Translokationen involviert. Gaidzik
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et al. untersuchte die Haufigkeit, die genetische Beschaffenheit und den
prognostischen Einfluss von RUNX1. 10% der untersuchten Patienten wiesen eine
Mutation des Gens auf. Die Mutationen traten meistens mit Co-Mutationen in den
Genen ASXL1, IDH2, KMT2A, EZH2, SRSF2, sowie SF3B1 auf. [104]. Studien
belegen bei RUNX1Meine Resistenz gegeniiber der Standard - Induktionstherapie
sowohl bei alteren als auch bei jingeren Patienten. Dartber hinaus konnte gezeigt
werden, dass RUNX1MUt Patienten haufiger mit einem schlechteren Ansprechen auf
die Induktionstherapie als auch mit einem schlechteren Uberleben assoziiert sind.
So wurde auch die Entitat der AML mit RUNX1™t aufgrund ihrer distinkten
genetischen und klinischen Eigenschaften als neue provisorische Entitat in die
aktuelle WHO Klassifikation mit aufgenommen; sie gilt bei den aktuellen
Empfehlungen des ELN ebenfalls als ungtinstiger prognostischer Faktor. [50]

1.2.8 TP53

Das TP53 - tumour suppressor 53 Gen befindet sich auf dem Chromosom 17p23.1
und besteht aus 11 Exons. TP53 hat als Tumorsuppressor die Aufgabe, Zellen,
welche Schaden an der DNA aufweisen, zu reparieren oder den Zelltod
herbeizufihren.[166] TP53™ treten bei ca. 50% aller Tumore des Menschen auf.
[121] Bei der AML treten TP53™ in ca. 5 - 10% der Falle auf und sind haufig bei
alteren Patienten zu finden. TP53™t werden mit einer schlechten Prognose in
Verbindung gebracht. In der ELN Risikostratifizierung ist diese Mutation in der
Kategorie mit unglinstiger Prognose zu finden. Die Fuinf-Jahres Uberlebensrate liegt

laut einer Studie von Terada et al. bei ca. 12% [166]

1.3 DNMT3A

DNMT3A (DNA (cytosin 5) methyltransferase 3 alpha) ist fur die de novo
Methylierung der DNA zustandig. Es ist ein Enzym, welches zur Gruppe der DNA-
Methyltransferasen gehdrt und wird von dem DNMT3A Gen auf der chromosomalen

Bande 2p23 kodiert. Die sogenannten Mammalian DNA Methyltransferases
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(DNMTs) (MTase) katalysieren die Ubertragung einer Methylgruppe auf
Nukleobasen. Zu der Familie der DNA Methyltransferasen gehoért neben DNMT3
auch DNMT1. Von DNMT3 gibt es drei Untergruppen: DNMT3A, DNMT3B und
DNMT3L. DNMT1 wird hauptsachlich die Erneuerung/Erhaltung von vorhandenen
Methylierungen nach einer Zellteilung zugesprochen. [93] Auf die Varianten von

DNMT3 wird in den kommenden Abschnitten eingegangen.

1.3.1 Struktur von DNMT3A

Katalytische Domdne

I Resulatorische Domine |

PWWP Mtase

Aminosaurenskala:
0 900

»
»

Abbildung 2: Aufbau DNMT3A (schematische Darstellung nach Yang [189])
Erlauterung: DNMT3A DNA Methyltransferases3 A; MTase: (DNA) Methyltransferase; PWWP: Pro-Trp-Trp-Pro Domaéne;
ADD: ATRX-DNTMT3-DNMT3L Doméne.

DNMT3A ist ein 130 kDa Protein, welches 23 Exons auf dem Chromosom 2p23
kodiert. [142] Es tritt bei allen Saugetieren auf. Das humane Protein ist zu 98% mit
dem Protein der Maus homolog.[185] Die zwei wichtigsten Splei3isoformen sind
DNMT3A1(lang) und DNMT3A2 (kurz). DNMT3A2 fehlen die ersten 6 Exons der
Amino-terminalen Domane und wird ausschlie3lich in embryonalen Stammzellen
(ESCs), Hoden, Ovarien, Milz und Thymus exprimiert. [18] [160] DNMT3AL tritt
vielfaltiger auf und wird von zwei verschiedenen Promoter - Regionen transkribiert.
[176] [188] Der Grund fur die Existenz von verschiedenen Isoformen ist derzeit nicht
bekannt. Die relevantesten Domé&nen der Proteine sind zum einen die Pro-Trp-Trp-
Pro (PWWP) Doméane, die ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) Domane und zum
anderen die katalytische Methyltransferase Doméane. Bisher fand kein detailliertes
Studium von ADD und PWWP statt: Dennoch ist bekannt, dass die beiden Domé&nen

mit Proteinen, die fir die transkriptionale Unterdriickung verantwortlich sind, in
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Wechselwirkung treten und der N-Terminus vermutlich fir DNA Bindung
verantwortlich ist.[159] [29] [46] [129] [195] Die ADD Domane blockiert dazuhin noch
die katalytische DNMT3A Doméane. Dies geschieht durch eine Autoinhibition,
ausgelost durch Lysin 4 und Histon H3 (H3K4me0), welche DNMT3A und H3
Chromatine verbinden. [60] Die katalytische Domane von DNMT3A ist stark
konserviert. Sie ist sogar in der DNA - Methyltransferase von Prokaryoten
anzutreffen. Dies deutet darauf hin, dass DNMT3A aus regulatorischen Domé&nen
stammt. [186] Nach Durchfiihrung einer Rontgenkristallographie konnte festgestellt
werden, dass das Protein der Maus vermutlich als Heterotetramer fungiert. Der
katalytische Kern besteht unter anderem aus sieben Strangen Beta — Faltblatt. Es
kann zwischen dem Methyl-Spender und DNA Bindungsfunktionen unterschieden
werden. [81] Bei gemeinsamem Vorliegen von DNMT3A und DNMT3L steigt die
Enzym - Aktivitat bedeutend. [181] [70] DNMTS3B tritt normal mit DNMT3A auf und
zeigt sich in verschiedenen Isoformen mit verschiedenen Aktivitaten. [17] [128]
Manche der DNMT3B beeinflussten Aktivitdten haben vermutlich ebenfalls
Auswirkung auf DNMT3A — besonders Zellen, die kein DNMT3L aufweisen.[56]

1.3.2 DNA Methylierung

Die DNA Methylierung ist eine epigenetische Modifikation, welche fur Wachstum,
Imprinting (genomische Pragung), die Regulierung von Stammzellen, X-
Chromosomen-Inaktivierung und bei Dysregulation fiir verschiedene Krankheiten
von Bedeutung ist.[9] Bei der DNA Methylierung wird eine Methylgruppe (CH3) an
die C5 Position des Pyrimidinrings bei Cytosinen in Form von 5-Methylcytosin
(5mC), meistens in Zusammenhang mit einem CpG — Dinukleotid, angefiigt.[66]
Obwohl 60% - 80% der CpGs methyliert sind, sind Cluster, welche CpG Inseln
genannt werden und in genregulierten Regionen vorkommen, eher nicht methyliert.
Generell wird eine hohe Methylierungsaktivitat mit der Inaktivierung einer
Genexpression in Verbindung gebracht. [191] Verstarkt ist die Methylierung bei sich
wiederholenden Vorgédngen anzutreffen und verringert moglicherweise deren
genetische Aktivitat. In der Krebsforschung beobachtet man abnorme DNA
Methylierung schon seit zwei Jahrzehnten - urspringlich mit dem alleinigen

Schwerpunkt auf der Hypermethylierung von Promotoren und der konsequenten
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Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. [53] [176] Eine allgemeine
Hypomethylierung wurde ebenfalls untersucht. Man vermutete eine Verbindung von
Hypomethylierung und der Instabilitit von Genen. [149] Bei verschiedenen
Krebsarten weisen Regionen in der Nahe der CpG Inseln mit einer geringeren
Methylierungsdichte starke Variationen von Hypo- und Hypermethylierung auf. [63]
Der Mechanismus, welcher (Fehl-) Methylierungen auslést und die daraus
resultierende pathologische Bedeutung, ist bis heute nicht eindeutig erforscht. DNA
Methylierung wird durch eine Reihe von DNA Methyltransferase Enzymen
gesteuert. Zu diesen gehéren DNMT1, DNMT3A und DNMT3B. [126] DNMT3-like
(DNMT3L) fehlt eine katalytische Domane und fungiert daher als zusatzliches
Protein zu DNMT3A in der embryonalen Entwicklung und der genomischen
Pragung. [181] [84] In Studien wurde klar, dass DNMT3A spezifische Abschnitte
eines Gens methyliert, wenn der gleiche Abschnitt auch von DNMT3B methyliert
wird, was auf einen gewissen Grad von Entbehrlichkeit hindeutet. [17] [64] [21]
Daruiber hinaus methyliert DNMT3A Freie-DNA und Linker-DNA effizienter als an
das Nukleosom gebundene DNA. [141] [162] Teile der Gen-deaktivierenden
Aktivitaten  von DNMT3A  sind  durch bestimmte Proteine  an
Chromatinmodifikationen gekoppelt. DNMT3A interagiert mit H3K4meO, was ein
Zeichen flr die Transkription von inaktiven Genen ist. [129] [60] DNTM3A tritt auch
mit Histon-Modifikationen in Wechselwirkung, welche fir die Genunterdriickung
zustandig sind, beispielsweise die Histon N-Methyltransferasen SUV39H1,
SETDB1 und G9A/ EHMT2, welche mit der H3K9 Methylierung in Verbindung
gebracht werden. Der Histon N-Methyltransferase Enhancer/
Transkriptionsverstarker EZH2 wird bei der DNA Methylierung vom EZH2
Zielpromoter bendtigt und agiert wiederherum mit DNMT3A, DNMT3B und DNMT1.
[190] [177] [47] DNMT1 dient hauptséchlich dazu, schon vorhandene DNA
Methylierungsmuster aufrecht zu erhalten. [14] DNMT3A und DNMT3B dagegen
sind fur Neu - Methylierungen (de novo) verantwortlich. [126] Bei DNMT2 handelt
es sich laut bisherigem Wissenstand um eine RNA Methyltransferase. [158] Von
Relevanz bei DNMT1 sind Methylcytosin Dioxygenase Proteine (TET1, TETZ2,
TET3). Diese Proteine werden von 5mC zu 5-hydroxymethylcytosine (5hmC)
umgeschrieben. [161] 5hmC wird daher nicht direkt durch DNMT1 verursacht, aber
es deutet viel auf eine passive Demethylierung wahrend der Zellteilung hin und

dadurch auch auf einen Mechanismus zur DNA Methylierung. [135] [74] In
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blutbildenden Stammzellen (HSCs) reguliert DNTMAS3A die Methylierung an den
Randern von grof3en Regionen der Hypomethylierung, welche ,DNA-methylation
canyons® genannt werden. [80] Obwohl noch keine Konsensus-Sequenz bekannt
ist, die DNMT3A methyliert, [115] zeigen Studien, dass DNMT3A bevorzugt
Sequenzen strangweise methyliert, welche reich an Thymin, Cytosin und Adenin
sind und in der Nahe von CpG-Inseln liegen. [181] [95] [62] [57]

1.3.3 DNMT3A Mutationen bei hamatologischen malignen

Erkrankungen

Bei Leukdmien wurden bereits in allen funktionellen Domanen des DNMT3A Gens
Mutationen festgestellt. Mutationen von R878 in der katalytischen DNMT3A
Domane von Mausen (vergleichbar mit R882 im menschlichen Protein) I6sen zum
Beispiel eine verringerte DNA Bindung aus. [57] Die Bedeutung von einzelnen
Mutationen in solchen Genabschnitten kann aufgrund der Funktion in der
vorliegenden Doméne in manchen Fallen abgeschéatzt werden. Dennoch sind die
meisten Mutationen in Bezug auf ihre Funktion noch nicht erforscht und klassifiziert.
[189] Welche Domanen - innerhalb von DNMT3A - Mutationen aufweisen, hangt
stark von den diagnostizierten Erkrankungen ab. Bei der AML sind im Schnitt 60%
- 70% der Mutationen in der Methyltransferase Domane R882 zu finden, bei MDS
ca. 40%, bei MPN, CMML und T-ALL Lymphom ca. 15%, also weitaus seltener als
dies bei der AML der Fall ist. [49] [6] [143] Im Schnitt liegt die Mutationsrate von
DNMT3A je nach Altersgruppe bei ca. 20%. [93] [13] [136] Gemeinsam haben die
genannten Erkrankungen, dass die Mutationen heterozygot sind. Bei T-
lymphozytischen Erkrankungen ist die DNMT3A™t gleichmaliger auf die
verschiedenen Domanen verteilt. Bei dem peripheren T- Zell Lymphom (PTCL) und
bei der lymphatischen T-Zell Leukamie, tritt DNMT3A™! ebenfalls in der Doméane
fur Methyltransferase auf, davon 20% in der R882 Domane. [125] [130] [145] Das
haufige Auftreten von Veranderungen an R882 macht diesen Abschnitt flr weitere
Untersuchungen interessant. Studien zeigen, dass R882 Mutationen ein
hypomorphes Protein hervorbringen. [69] [68] Dieses Protein wirkt sich dominant

auf die Methyltransferase aus. Es verhindert die Methyltransferase des noch
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vorhandenen Wildtyp DNMT3A (DNMT3AM). [87] [144] Im heterozygoten Stadium
bleiben ca. 20% der Funktionen von DNMT3A" erhalten, entweder in Form von
homodimeren Wechselwirkungen von DNMT3A" oder durch andere Protein-
Wechselwirkungen, die noch nicht bekannt sind. [69] Findet eine heterozygote
Mutation an anderen Stellen von DNMT3A statt, vermindert sich die Funktion des
Wildtyp Proteins nur um 50% und ist dementsprechend nicht in der Lage, eine
Erkrankung zu fordern. Daher ist die Haufigkeit einer weiteren Mutation bei non
R822 Mutationen hoher, allerdings ist die eigentliche Aktivitat von DNMT3A noch
nicht vollstandig erforscht. Ebenso ist die Vorherrschaft von R822 Mutationen bei
myeloischen Erkrankungen und die Prddominanz von biallelischen Mutationen bei
lymphatischen Erkrankungen bisher noch nicht vollstandig erforscht. [189] Im
Gegensatz zu Mausen haben menschliche HSCs mit DMNT3A™M!" einen Vorteil bei
der Zellerneuerung. Dies kann zur Verbreitung von DNMT3A™ beigetragen und
dadurch eine leukdmische Pradisposition verursachen. In zwei Studien wurde
gezeigt, dass menschliche HSCs in CR DNMT3A™! aufweisen kdnnen, ohne dass
sonstige bei Leukamie auftretende Mutationen vorhanden sind. [152] [24]
Menschliche DNMT3A™t HSCs scheinen zumindest bei Xenotransplantationen
einen deutlichen Vorteil gegentber Wildtyp HSCs zu haben. Das zeigt, dass
menschliche HSCs DNMT3A™t aufweisen und trotzdem verschiedene Zelllinien
hervorbringen kdnnen, die in einem vorleukdmischen Stadium existieren, noch
bevor weitere Mutationen hinzukommen, welche dann zu Leuk&mie fuhren. Diesen
Vorgang bezeichnet man als klonale Hamatopoese. Dadurch das HSCs Uber einen
sehr langen Zeitraum in vivo identisch bleiben, deutet diese Erkenntnis darauf hin,
dass DNMT3AM!'HSCs Jahre oder Monate vor Ausbruch der Krankheit auftauchen.
Ausfuhrliche Analysen zur klonalen Hamatopoese nach Sequenzierung des
Genoms von 42000 Personen ohne hamatologische Veranderungen in drei Studien
unterstreichen diese Theorie. [184] [54] [77] Die Hamatopoese / Blutbildung bzw.
die peripheren blutbildenden Zellen stammen mit zunehmendem Alter aus immer
weniger HSCs ab - bei einer 70 - jahrigen Person zu 5% - 10% aus einer einzigen
blutbildenden Stammzelle. Bei Personen, die diese Genom Varianz aufzeigen,
wurden weitere Mutationen gefunden, die mit der Entstehung von Krebs in
Verbindung gebracht werden. Die meisten der Mutationstrdger haben dennoch
keine hamatologischen Krankheiten entwickelt. Von Bedeutung scheint hier, die

H&aufung der verschiedenen Mutationen in einem Genom. [77] Diese Veranderung
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im Laufe der Lebenszeit zeigt den Verdrangungswettbewerb im KM. Die
Stammzelle mit einer vorteilhaften Mutation kann langfristig andere Stammzellen
dominieren und je nach Mutation auch einen Verlust der DNMT3A Funktion
auslosen. Diese Erkenntnisse untermauern die Theorie der pra-leuk&dmischen
Stammzellen, welche haufig DNTM3A™ aufweisen. Eine Leukamie selbst wird
durch diese Mutationen vermutlich nicht ausgeldst, doch bedeuten diese
genetischen Alterationen sehr wahrscheinlich eine Pradisposition. [16] [112] [15] In
bisherigen Studien wurde belegt, dass DNMT3A™! zu ca. 15 - 25% bei AML
Patienten auftreten. Hier wurde in 60 - 70% der Falle eine Arginin-Histamin
Substitution am Codon 882 festgestellt, welche den Verlust der
Methylierungsaktivitéat zur Folge hat. [51] Hinsichtlich der prognostischen Wertigkeit
von DNMT3A™MUt gibt es unterschiedliche Studien. Von Bedeutung scheint in diesem
Zusammenhang auch die Lokalisation der Mutation zu sein. In einer Studie, welche
1770 Patienten jiingeren Alters umfasste, wurden DNMT3A™ in ca. 20,9% der AML
Patienten gefunden. DNMT3A™! war mit hdherem Alter (p < 0,01), einer erhéhten
Zahl an Leukozyten (p < 0,01), NPM1™ (p < 0,01), FLT3-ITD (p < 0,01) und IDH1™ut
/ IDH2™Ut (p < 0,01) sowie mit CN-AML (p < 0,01), assoziiert. Altere Patienten mit
nur einer Mutation im Exon 23 an Codon 882 hatten ein besseres OS als jingere
Patienten mit Mutationen in einem anderen Exon / Codon. [106] In der genannten
Studie konnte jedoch kein Einfluss auf das Gesamtuberleben festgestellt werden.
Unterscheidet man jedoch zwischen DNMT3AM!-R882 und DNMT3A™"-non R882,
ergibt DNMT3A™MUt- R882 eine schlechtere Prognose im Vergleich zu DNMT3AMut —
non R882. [49] Auler in der AML wurden DNMT3AM ! wurden mittlerweile in einer
Vielzahl von hamatologischen Neoplasien in unterschiedlicher Haufigkeit
beschrieben (siehe Tabelle 8). Auch in DNMT1 und DNMT3B wurde eine geringe
Anzahl von Mutationen festgestellt. Die enorme Haufigkeit von DNMT3A Mutationen
bei einer Vielzahl von Krankheiten zeigt, wie wichtig dieses Gen in der
Pathogenese, aber mdglicherweise auch in der Krankheitspravention sein kdnnte.
[13] [73]
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Tabelle 7: Haufigkeit von Dysplasien (modifiziert nach Yang [189])

Die unterschiedlichen Haufungen innerhalb von AML hangt mit von der Anzahl der Patienten ab und davon ob das gesamte
Gen DNMT3A untersucht wurde oder nur die bekannten ,Hotspots. AITL: Angioimmunoblastisches T-Zellen-Lymphom, ALL:
akute lymphatische Leukamie, AML: akute myeloische Leukamie, CML: chronische myeloische Leuk&mie, CMML: chronische
myelomonozytére Leukédmie, CN AML: zytogenetisch normale AML, ET: essential thrombocytosis, ETP: Early T-cell
Precursor, JMML: juvenile myelomonozytére Leukdmie. MDS: Myelodysplastisches Syndrom, MPAL : Mixed-phenotype acute
leukemia. MPN: Myeloproliferativen Neoplasien. PMF: Primare Myelofibrose, PTCL: Periphere T-Zell-Lymphome, PCTL-
NOS: Periphere T-Zell-Lymphome nicht naher spezifiziert, PV: Polycythaemia vera/ Polyzythdmie, sSAML, sekundar AML, T-

ALL: T Zellen ALL, tAML : therapie bezogenene AML, tMDS, Therapie bezogenes MDS

Haufigkeit von Patientenanteil in (%) Quellen
AML de novo AML 62/281 (22.1) [93]
CN AML 44/120 (36.7)

de novo AML 70/500 (14) [26]

CN AML 51/223 (22.9)

<60 Jahre CN AML 64/181 (35.5) [106]

260 Jahre CN AML 77/234 (33.3)

13/37 (35) (10/27 (37)
durch MDS; 3/10 (33)

SAML durch MPN [44]

tAML 10/59 (17)

padiatrische AML 3/140 (2.1) [67]
MDS adulte de novo MDS 127/944 (13.5) [61]

padiatrische MDS, tMDS 0/44 [150]
MPN MPN (ganze Kohorte) 10/155 (9) [154]

PMF 1/16 (6)

PV 2/30(7)

ET 0/30 (0)

Blastenkrise MPN 5/35 (14)

systemische Mastozytose 3/26 (12) [169]

CML 0/79 [96]
CMML und JMML CMML 5/227 (2) [75]

CMML-1 1/48 (2) [79],[85]

CMML-2 1/16 (6.3)

sAML aus CMML 6/23 (26)

JMML 1/113 (0.8) [183]
T Zell Leukamie und
T Zell Lymphom T-Zell Lymphom 11/96 (11) [26]

PTCL 21/79 (26.6) [145]

PTCL-NOS 9/33 (27.3)

AITL 12/46 (26.1)

Adult T-ALL (ganze Kohorte) 16/83 (18) [59]

Frihe T-Zell Leuk&mie 10/38 (26.3)

Kortikale T-ALL 5/39 (12.8)

Adult ETP ALL 11/68 (16) [124]

padiatrische T-ALL 0/91

padiatrische ETP ALL 0/12 [193]

Fortsetzung Tabelle
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Fortsetzung Tabelle

7

adulte T-Zellen und myeloische

MPAL MPAL 10/18 (55.6) [23]
Paediatric mixed lineage
leukaemia 0/20 [73]

1.4 Zielsetzung

Durch die Untersuchung von 750 &lteren Patienten bezuglich des Vorliegens einer

Genmutation in DNMT3A soll diese Studie zur Verbesserung der molekularen

Charakterisierung der AML des alteren Patienten beitragen. Die Zielsetzung dieser

Arbeit ist, die Inzidenz von DNMT3A Mutationen in einer homogenen und intensiv

behandelten Patientenkohorte zu bestimmen und ihre Assoziation mit klinischen

Charakteristika sowie zyto-

und molekulargenetischen Veranderungen zu

untersuchen. Dartber hinaus wurde die prognostische Wertigkeit dieser Mutation

bei élteren Patienten analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialgewinnung und Aufbereitung

2.1.1 Instrumente und Reagenzien

Mikrotiterplatten U-Form
Handschuhe, Unt, Nitril, Pf, unst. Gr.M

MicroAmp 8-Tube Strip

MicroAmp Clear Adhesive Films

96 Well Plate Septa

Micro Amp Optical 96-well

Capillary Array 16x50cm

Septa Cathode Buffer Container (3500Dx)

5mL Microtube, natural (250/PK)

BD-TIPS Sterile 0,5 ML Bio-Cert 1 * 100ST

BD-Tips, Brand, Volumen: 2,5 ml, Typ: steril 1 * 100 ST
Alufolie extra breit/extra stark (Normale Haushaltsfolie)

Aluminium Klebefolie Costar
Orig. Videoprinterpapier K 65 HM/KP 65 H (Mitsubishi)

Eppendorf ReaktionsgefalRe 0,5mL
Eppendorf Reaktionsgefalle 1,5mL
Eppendorf Reaktionsgefalie 2,0mL

Combitips 12,5 ml Standard
Reaktionsgefal3e, 5 ml, natur

Markierungspunkte 8 mm, leuchtrot

Markierungspunkte 8 mm, leuchtorange
Milleimer 30L (Sondermullbehalter)

gr.blaue Rolle (Papier)Kimwipes 7301 33x38cm 2lagig
Kleenex God 7102 Lite 100

Kimtech fusselfreie Labortiicher
Autoklavier-Klebeband mit Indikator
Filter-Tips, 1000 pl (1024)

Filter-Tips, 1000 pl, wide-bore (1024)
Kryo-Box (aus Karton, beschichtet) 136*136*50

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (blau)

ANICIN S.R.L.
Ansell GMBH
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Argos Techn.
Brand

Brand

CATBUY

CORNING
DIAGRAMM-HALBACH

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Fisher Scientific
HERMA, Vario

HERMA, Vario
INFA LENTJES

Kimberly Clark
Kimberly Clark
Kimberly Clark
Medipha, Geislingen
QIAGEN

QIAGEN

Ratiolab

Ratiolab
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Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (gelb)
Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (griin)
Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (rot)

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (weil?)

ratiolab® Rastereinsatze fir Kryo-Boxen, Raster 10 x 10

Rastereinsatz fur Kryo-Box

Rastereinsatz Kryo-Box 133x133 mm 14x14 Stiick
Rastereinsatz Kryo-Box 133x133 mm 10 x10 Stick
Vernichtungsbeutel

Roti®-Tape-Markierbander, Lange 12,7 m, Kern-@ 2,54 cm

Rotilabo ReaktionsgefalRe 5 ml, farblose
Aufbewahrungsbox 81 Platzig, Pink 1ST
Aufbewahrungsbox 81 Platzig, Orange 1ST

Rotilabo®-Eisbehélter, rund, 4 | Inhalt etwa 4 |. Hohe 200 mm
Rotilabo®-Eisbehalter, rund, 2,5 | Inhalt etwa 2,5 |. Hohe 130 mm

Biosphere Tip 2,5uL farblos

Biosphere Filter Tip 10 pl, farblos

Biosphere Filter Tip 20uL farblos

Biosphere Filter Tip 20 ul, gelb

Biosphere Filter Tip 100 pl, gelb

Biosphere Filter Tip 200 pul farblos

Biosphere Filter Tips, 1250 pl, extra long
Pipettenspitze gelb, 200 pl, zu 500 im Beutel, lose
Pipettenspitze farblose, 20 ul, 1.000 Stiick, lose
SafeSeal Gefal 0,5ml

Reaktionsgefal? 1,5ml, SafeSeal

Reaktionsgefal? 2,0ml SafeSeal

Plastiksack gelb 90 |

Pasteur Pipette 7 ml (Einmalpipette)

Kivetten, Halbmikro, PS

Zentrifugenréhrchen, mit Stehrand, 50 ml (Falcon)
Lab-Marker (schwarz)

Lab-Marker extra fein (schwarz)

Marker II fur Kulturgefal3e (schwarz)
Spritzflaschen 500mL PE-LD

Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
Ratiolab
ROTH CARL
ROTH CARL
ROTH CARL
ROTH CARL
ROTH CARL
ROTH CARL
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
SARSTEDT
VFW AG
VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR
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Alufolie 600mmx100m (dicke Industriefolie)
Druckluft- Entstaubespray 200mL
Pipettenstander acryl fir 5 Pipetten
Etiketten Cryo-Babies
Reakrionsgefal3gestelle 5ST Stellplatze 96
Erlenmeyerkolben Weithals 500mL
PCR-Cooler,0,2mL (Starter-Set)
Reaktionsgefal3gestelle 96-Platz, Sortiert

PCR-Platte 96-well mit Halbrand, transparent, 1*100 ST

Gestell fir 5 ml Tubes
Einmal-Wageschalen
Einmal-Wageschalen (klein)
Einmal-Wageschalen (mittel)
Parafilm M 10cmx38m

2.1.1.1 Hilfsmittel

Applikator fur Optical Films
IsoTherm Kuhlakku mit Isolierbox
IsoTherm Kuhlakku
Kanulenentsorgungsbox, 4 L
Drucker HP Laserjet 1300

Elektrophoresekammern mit Schlitten, Schiene, Kabeln und

Kammen

Rotilabo-Eisbehélter, rund, 4 |, Hohe 200 mm
Rotilabo-Eisbehélter, rund, 2,5 I, H6he 130 mm
Rotilabo-Kombi Racks 4 in 1, langliche Form
Erlenmeyerkolben Weithals, 500 ml

Gestell fir 5 ml Tubes

R6hrchengestell fir 50 ml Falcons
Magnetrthrstdbchen

Mini-Cooler

Metallwannen fur Ethidiumbromidlésung
Reaktionsgefal3-Stander 0,2 ml
Reaktionsgefal3-Stander 1,5 ml
Metallstéander fir 0,2 ml Tubes

Metallstander fir 2,0 ml Tubes

VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR

Applied
Biosystems

Eppendorf
Eppendorf
Schwarz GmbH

HP
OWLSeparation
System

ROTH CARL
ROTH CARL
ROTH CARL
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
VWR
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Metallstander fur 1,5 ml Tubes

2.1.1.2 Reagenzien

Superaseln (Rnase Inhibitor) (2500U)
Natriumacetat 3M, pH 5,5

0,5M EDTA pH 8.0

1 M Tris pH 8.0

3500xLDx Genetic Analyzer Capillary Array, 50 cm
POP-7TM (384) Polymer for 3500 Dx/3500xL
POP-7TM (960) Polymer for 3500 Dx/3500xL
Anode Buffer Container for 3500 Dx/3500xL Dx
Cathode Buffer Container for 3500 Dx/3500xL Dx
Conditioning Reagent for 3500 Dx/3500xL Dx
3500 Dx/3500xL Dx Genetic Analyzer Sequencing
Standard, BigDye ® Terminator v3.1

Hi-DiTM Formamide (5ml) for 3500Dx/3500xL Dx
DS-33 Matrix Standard Kit (Dye Set G5)

POP 7, 3130, 7,0mL

POP 7, 3130, 3,5mL

GeneScan 500Rox Size Standard

GeneScan 1200 LIZ Size Standard

GeneScan 600 LIZ Size Standard

GeneScan 1000 Rox Size Standard

Hi-Di Formamide

10x Buffer with EDTA

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Big Dye Terminator 5x Sequenzierpuffer

Install

VWR

Ambion
Ambion
Ambion

Ambion
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
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Applied
5x Sequencing Buffer Biosystems
Applied
Multi-Capillary DS-30 (Dye Set D) Matrix Std Kit Biosystems
Applied
Big Dye Terminator v3.1 Matrix Std Kit 3130/3100 Biosystems
Applied
Big Dye Terminator v1.1 Matrix Std Kit 3130/3100 Biosystems
e i Applied
Ampli-Tag-Gold Polymerase 12-Pack Biosystems
Applied
Random Hexamers Biosystems
Applied
GeneAmp dNTP blend 100mM Biosystems
Applied
Tag Man RNAse P Fast 96Well Instrument Verification Plate Biosystems
Applied
7900HT System FAST 96-Well Spectral Calibration Kit Biosystems
Applied
Taq Man FAST Reagents Starter Kit 50 Reaktionen Biosystems
Applied
Sequence Detection Systems 384-Well Spectral Calibrationkit Biosystems
Applied
TagMan 1000Rxn Gold Buffer A Pack Biosystems
. Applied
TagMan Reverse Transcription Reagents Biosystems
TagMan Universal PCR Master Mix, 10-Pack (10x5mL) A_pplied
’ Biosystems
. : Applied
TagMan Universal PCR Master Mix Biosystems
. Applied
TagMan PCR Core Reagent Kit Biosystems
Applied
TagMan Gene Expression Master Mix Biosystems
7900HT TagMan® Low Density Array Instrument Verification Applied
RNase P Kit Biosystems
Applied
GeneScan Installation Kit DS-33 Biosystems
Applied
Big Dye Terminator v1.1/ Sequencing Standard Kit Biosystems
Applied
TagMan Reagents Starter Kit, 50 Reactions Biosystems
ISO-SEPTOL 70% 500ML 1 FLA Apotheke
PBS Dulbecco Biochrom AG
Aqua ad iniectabilia Braun Braun
Lifosan Soft Braun
Natriumacetat 3 Mol Cambrex
Ampuwa fir Spilzwecke (6x 1000ml) Fresenius


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catProductDetail&productID=4351468&catID=601346&backButton=true
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catProductDetail&productID=4351468&catID=601346&backButton=true
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RedSafe "Nucleic Acid Staining Solution (20,000x)"
0,5M EDTA, pH 8.0, 4x 100 ml

Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder

Tracklt 100bp Ladder

UltraPure™ DEPC-Treated Water (4x100ml)
Platinum Taq Polymerase

Discoverase dHPLC DNA Polymerase

DNAzol Reagenz 100 ml

TRIzol Reagenz, 100 ml

Glycogen, 100 pl, 20 pg/pl

NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer (20X)

Rnase Away, 475 ml Sprayflasche
Recombinant Rnasin Ribonuclease Inhibitor
AllIPrep DNA/RNA Mini Kit (50)
QIlAshredder (250)

Allprep DNA/RNA Mini Kit

QIAquick PCR Purification Kit (250)
QIAquick 96 PCR Purification Kit (4)
QIAquick 96 PCR Purification Kit (24)
QIAquick 96 PCR Purification Kit (24) Platten
QIAxcel DNA High Resoultion Kit (1200)
QIAxcel Wash Buffer 40ml, separat

QIAxcel Seperation Buffer 40ml, separat
Qx DNA Size Marker 50-800bp (50 pl)

Qx Aligment Marker 15bp/3kb

Qx Intensity Calibration Marker

Qx Nitrogen Cylinder (6)

HotStarTagq DNA Polymerase 1000 units
HotStarTaq Plus DNA Polymerase 1000 units
Rnase-Free Dnase Set

RNeasy Mini Kit (50)

RNeasy Mini Kit (250)

QIAprep Spin Mini Prep (250)

QIAprep Spin Mini Prep (50)

EndoFree Plasmid Maxi Kit (10)

Intron
Biotechnology

Invitrogen/Gibco
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen
Molecular
Bioproducts

Promega
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
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Reagent Bottles, 30 ml (6) Qiagen
RPE-Puffer (aus AllPrep-Kit) Qiagen
Desoxynucleoside Triphosphate Set PCR Grade Invitrogen
Ethidiumbromidldsung1%;10mg/mL; Roth
DMSO (100 ml) Sigma Aldrich
2-Mercaptoethanol, 100ml Sigma Aldrich
Agarose Typ I, 2509 Sigma Aldrich
Agarose for Routine, 5009g Sigma Aldrich
Proteinase K, 100 mg Sigma Aldrich
Ethanol absolut puriss p.a. VWR
Eigene
1x TAE Puffer Herstellung
Eigene
Ladepuffer Orange G Herstellung

2.1.2 Patientenkohorte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden KM- und/oder PB-Proben von 750 Patienten aus
den prospektiven multizentrischen Phase Ill Studien AML HD98B (n= 307 Patienten)
und AMLSG 06-04 (n= 443 Patienten) der Deutsch-Osterreichischen AML
Studiengruppe (AMLSG) verwendet. Bei Diagnosestellung und Studieneinschluss
wurde von jedem Patienten KM und/oder PB gewonnen und von den teilnehmenden
Zentren an die zentralen Referenzlabore der AMLSG Ulm und Hannover (Leitung
Prof. Dr. Ganser) gesendet, welche eine Extraktion der leukamischen Zellen
durchfiihrten und aus diesen Zellen dann die DNA isolierten. Je nach Verfugbarkeit
wurde préaferentiell eine DNA-Probe aus KM verwendet. War KM nicht vorhanden,
wurde die Analyse mit DNA aus PB durchgefiihrt. Die Bestimmung der Karyotypen
fand zentral im AMLSG Labor flr zytogenetische und molekulargenetische
Diagnostik nach den Richtlinien des Internationalen Systems fiir zytogenetische
Nomenklatur (ISCN) statt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung aller Patienten
gemal der Helsinki-Deklaration nach Aufklarung tber den Charakter der Studien
lag vor. Diese galt fur die Aufbewahrung der Proben und deren weiteren
Verwendung sowie fur die Behandlung. Die Studien waren durch die zustandige

Ethikkommission genehmigt worden und bei ClinicalTrials.gov registriert. Das
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Material wurde nach Entnahme im Verhaltnis 1:10 (Natrium — Heparin) heparinisiert.

Die Patienten dieser Arbeit waren zwischen 58 und 85 Jahre alt.

2.1.3 AML HD98B

Bei AML HD98B handelt es ich um eine Studie von 310 Probanden mit
abgeschlossener Rekrutierungsphase. Zur Anwendung kam eine randomisierte
Doppelinduktion mit ICE (ldarubicin, Cytarabin und Etoposid) versus ICE + ATRA
(all-trans-Retinsaure/Tretinoin). Die klinische Prufung fand unter der Leitung von
Prof. Dr. H. Doéhner, Universitatsklinikum Ulm statt. Therapieschema siehe
Abbildung 3.

Randomisierte
y Patienten %
ICE-1 A-ICE-1
ﬂ Induktion ﬂ
ICE-2 A-ICE-2
! !
HAM A-HAM
ﬂ Konsolidierung ﬂ
IE p.o. IE i.v.

Abbildung 3: Therapieschema AML HD98B
Erldauterungen: ICE: Idarubicin, Cytarabin und Etoposid, A-ICE: all-trans-Retinsaure/ Tretinoin + Idarubicin, Cytarabin und

Etoposid, HAM: HAM Schema — Cytarabin, Mitoxantron, IE: Idarubicin, Etoposid, p.o: orale Gabe, i.v.: intravendse Gabe.
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2.1.4 AMLSG 06-04

Bei der AMLSG 06-04 handelt es sich um eine Studie mit 450 Probanden mit
ebenfalls abgeschlossener Rekrutierungsphase. Es handelte sich um eine Phase
Il Studie Uber die Wirksamkeit von Valproinsaure in Kombination mit All-trans-
Retinol, Standard-Induktions- und Konsolidierungstherapie bei alteren Patienten mit
neu diagnostizierter AML. (siehe Abbildung 4) Die klinische Prifung dieser Studie

fand unter der Leitung von Prof. Dr. R. F. Schlenk, Universitatsklinikum Ulm statt.

y Screening /\\
A-IC-1 A-IC-1
ﬂ Induktion ﬂ
< A-IC-2 A-IC-2
L
©
5- ﬂ ﬂ
>
(%]
Q:
=]
@ A-HAM A-HAM
ﬂ Konsolidierung ﬂ

v A-IE A-IE
Abbildung 4: Therapieschema AMLSG 06-04
Erlauterungen: IC: Idarubicin, Cytarabin, A-IC: all-trans-Retinsaure/ Tretinoin + Idarubicin, Cytarabin HAM: HAM Schema

— Cytarabin, Mitoxantron, IE: Idarubin, Etoposid.

2.1.5 Zellisolation und Zellarchivierung

Um aus dem oben genannten Material die gewunschten mononuklearen Zellen zu
erhalten, wurde das Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation nach Ficoll
angewandt. Die KM und/ oder PB Proben wurden im Verhaltnis 1:2 bis 1:3 mit RPMI
1640 Kulturmedium verdinnt, anschlieend auf ein Ficoll Medium (ficoll seperating)

im Verhaltnis 1:2 geschichtet und dann bei 2800 U/min flr 20 Minuten zentrifugiert.
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Durch diesen Vorgang gelangt die mononukleare Zellfraktion aufgrund der
unterschiedlichen Dichtegradienten zwischen Plasma und Ficollschicht und kann
von dort mit einer sterilen Pipette entnommen werden. Blutzellen mit héherer Dichte
sowie tote Zellen gelangten durch die Zentrifugation auf den Boden des Gefal3es.
Nach zweimaligem Waschen mit 50 ml RPMI 1640 Medium (Zentrifugation bei 1200
U/min fGr 10 Minuten bei Raumtemperatur) wurde die Zellzahl mittels Zellcounter
bestimmt. Die Waschvorgange dienten dazu, Verunreinigungen sowie eventuelle
Ficollreste zu entfernen. Die mononukleare Zellfraktion wurde im Anschluss als
Zellpellet zu einer GroRe von je 5x10° bis 1x107 Zellen bei -80 °C gelagert. Folgende
Arbeitsschritte waren Bestandteil der experimentellen Arbeit: Aus mononuklearen
Zellen der gewonnenen Proben wurde die DNA extrahiert und mittels Polymerase -
Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die Auswertung einer Gelelektrophorese gibt
Auskunft Uber die Qualitat des PCR Produkts. Bei Verunreinigung oder negativem
Ergebnis musste die PCR wiederholt werden. Bei erfolgreicher Gelkontrolle konnten
die PCR Produkte aufgereinigt und eine Cycle Sequencing Reaction (CSR)
durchgefuhrt werden. Nach einer letzten Aufreinigung wurde das Produkt mittels

Kapillarelektrophorese sequenziert.

2.1.6 DNA Extraktion

Allprep DNA/RNA Mini Kit Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
Qia Shredder Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
Allprep Mini Spin Clumns Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
QIAquick Collection Tubes 1,5ml und 2ml | Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
RLT Plus Puffer Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
AW1 Puffer (Konzentrat) Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
AW?2 Puffer (Konzentrat) Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
EB Puffer Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland

Das AllPrep DNA/RNA Mini Kit von Qiagen wurde zur DNA Extraktion verwendet.
Das noch gefrorene Zellpellet wurde mit 600 pl RLT Plus-Puffer gelést und
gemischt. Es kommt aus zwei Grinden zur Denaturierung: Zum einen ist
Guanidiniumthiocyanat Bestandteil des RLT Plus Puffers. Dies ist ein chaotropes,

also strukturbrechendes Salz und zerstort so Wasserstoffbriickenbindungen, indem
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es diese teilweise aufbricht. Zum anderen reduziert das [3-Mercaptoethanol
Disulfidbricken zu freien Thiolen, so dass es gemeinsam mit dem
Guanidiniumthiocyanat eine denaturierende und reduzierende Wirkung auf Proteine
hat. Das entstandene Lysat wurde auf eine QIAshredder S&ule pipettiert und bei 4
°C fur 3 Minuten bei 13 000 U/min zentrifugiert. Dadurch blieben Zelltriummer zuriick
und das Lysat wurde gereinigt. Das entstandene Homogenat wurde auf eine AllPrep
DNA Spin Column (S&ule) pipettiert und eine weitere Minute bei 13000 U/min
zentrifugiert. Dieser Vorgang diente der Bindung der DNA in der Saule. Die Saulen
wurden daraufhin in ein neues Sammeltube gestellt, mit 500 pl AW1-Puffer
gewaschen und fiir eine Minute bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend verworfen. Der AW1-Waschpuffer wirkte chaotrop, so dass erneut
Proteine denaturiert und wahrend der Zentrifugation ausgewaschen wurden.
Nachfolgend wurde 500 pl AW2-Puffer aufgetragen, zwei Minuten bei 13000 U/min
zentrifugiert und dann der Durchfluss verworfen. Dies hat den Zweck noch
verbliebene Salze auszuspuilen. Die folgende Trockenzentrifugation von einer
Minute mit neuem Auffanggefald bei 13000 U/min diente dazu, Reste der
Pufferlosung zu entfernen. 100 pl EB Puffer wurden danach zur Eluation der DNA
auf die Saulenmembran gegeben. Nach einer Minute Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Saulen mit 13000 U/min fir eine Minute
abzentrifugiert. Zur visuellen Kontrolle wurde eine Gelelektrophorese und eine
Messung per Nanodrop durchgefiihrt. Bei letzterem wurde die DNA Konzentration
gemessen und mit destilliertem Wasser auf 20 ng/ul verdinnt und anschliel3end zur
Aufbewahrung bei -20°C eingefroren. Naheres zum Ablauf der Gelelektrophorese
unter 2.3 Agarose Gelelektrophorese.

2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Ampli-Tag-Gold Polymerase 12-Pack ) )
Applied Biosystems, Darmstadt,Deutschland

Invitrogen, Life Technologies GMBH,

10mM dNTPs Darmstadt, Deutschland

Nukleases-freies Wasser Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Centrifuge Minispin Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Thermocycler Gene Amp 2400/ Applied Biosystems,

2700/2720 Darmstadt,Deutschland
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Eine Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation von DNA in vitro. Bei der
vorliegenden Arbeit wurde die kodierende Gensequenz von DNMT3A (Exon 11 -

23) in der jeweiligen Patienten-DNA durch die PCR vervielfaltigt.

2.2.1 PCR Protokoll:

Mastermix fur eine Probe

Mastermix

ul
Anzahl --> | 1x
A.D. 34,7
Puffer 5,0
MgCI2 3,6
dNTP's 0,4
Primer F 2,0
Primer R 2,0
AmpliTag 0,3
50 ng/ul
DNA 1

2.2.1.1 Ablauf einer PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein zyklischer Prozess, bei dem drei Schritte
immer wieder ablaufen, bis die Reaktion zum Erliegen kommt. 1. Schmelzen der
doppelstrangigen DNA (Denaturierung) Die Kopiervorlage (Template) fur die PCR
ist in den meisten Fallen eine doppelstrangige DNA. Bei hohen Temperaturen von
ublicherweise 92 °C schmilzt der DNA-Doppelstrang innerhalb von 30 Sekunden in
zwei einzelne, komplementare DNA-Stradnge. Dieser Schritt dauerte 30 Sekunden
bei 94 °C. 2. Binden kurzer Oligonukleotide an die einzelstrdngige DNA (Primer-
Annealing). Ein Primer besteht aus einem einzelstrangigen DNA-Fragment. Dieser
Primer findet auf der ebenfalls einzelstrangigen DNA seinen Gegenpart, eine zu
diesem Primer komplementare Sequenz an, welche er bindet. Die Temperatur fir
die Durchfihrung dieses Schrittes héngt von der Schmelztemperatur der
verwendeten Primer ab und wird flr jedes Experiment genau berechnet. Wurde die
Temperatur zu hoch gewahlt, kann der Primer nicht mehr binden. Wurde sie zu
niedrig eingestellt, bindet der Primer auch an anderen Stellen an die DNA. Ubliche

Bedingungen sind beispielsweise 50 - 60 °C fur 30 Sekunden. In dieser Arbeit


http://www.chemgapedia.de/vsengine/glossary/de/templat.glos.html
http://www.chemgapedia.de/vsengine/glossary/de/primer.glos.html
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wurden 61 °C fir 30 Sekunden gehalten. 3. Verlangerung des Primers durch das
Enzym DNA-Polymerase (Primer-Extension).Die DNA-Polymerase ist ein Enzym,
welches einzelstrangige DNA wieder zu einem Doppelstrang erganzt. Dafur wird
allerdings ein kurzes Stuck Doppelstrang bendtigt, wie es im vorherigen Schritt
durch die Bindung des Primers an die DNA entstanden ist. Die DNA-Polymerase
erkennt das freie 3'-Ende des Primers und fiigt ein Nucleotid nach dem anderen an,
bis der DNA-Doppelstrang wieder vollstandig ist. Dieser Schritt erfolgt beim
Temperaturoptimum der Polymerase, d.h. im Fall einer hitzestabilen Polymerase
bei einer Temperatur von ca. 72 °C fir 60 Sekunden. Das Ergebnis dieser drei
Schritte einer PCR sind zwei DNA-Molekile, die beide wieder zum Doppelstrang
erganzt worden sind. Nach Abschluss dieses letzten Schrittes beginnt der Zyklus
von vorne - beide Doppelstrange werden zu nun vier Einzelstrangen
aufgeschmolzen und erneut zu vier Doppelstrdngen ergénzt. Der Zyklus wurde

insgesamt 30 Mal wiederholt.

PCR Zyklus:
1. 94°C 30 sec
2. 61°C 30 sec
3. 72°C 1 min
2.2.1.2 Primer

Die kodierende Sequenz des DNMT3A-Gens kann in 11 Exons aufgeteilt werden,
so dass insgesamt acht PCR-Reaktionen, jeweils mit dem entsprechenden
Primerpaar (bestehend aus einem Vorwartsprimer und einem Ruckwartsprimer)
durchgefuhrt wurden. Die Vorwartsprimer lasen in der 5'3° Richtung den DNA-
Strang und wurden mit einem ,F* fUr forward abgekurzt. Die Rluckwartsprimer lasen
dagegen in 36" Richtung und wurden mit ,R* flr reverse gekennzeichnet. Da alle
verwendeten Primer einen M13-tag haben, war es bei der folgenden Sequenzierung
(siehe Abschnitt 2.5. CSR) mdglich, alle Exons mit dem M13-Primer zu

sequenzieren.


http://www.chemgapedia.de/vsengine/glossary/de/dna_00045polymerasen.glos.html
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Es kamen folgende Primer zum Einsatz:

Exon 11/12 | ACCCCACTGTAAGGAGGGTGGG TACTCTGCCCCATGCCACACTA
Exon 13 GGAGAGGCCCTTCGGTGGTACT TACATGCCCAGAAGCGGTGGAC
Exon 14 GGTGTGGAGCCTCCCTTCGTC GAGGCCAAGGTGTGCTACCTGGA
Exon 15/16 | TCCAGGTAGCACACCTTGGCCT TTTTGCCAGAGTTGCCCACACA
Exon 17 TAGGACTTGGGCCTACAGCTGAC ATGAAAGGAGGCAAGGGCTGCCT
Exon 18 TGCAGCTAGGGTCGTGAGCCTG CGGGAATAGCTGTCCCAGGGCAG
Exon 19 CCCGATGACCCTGTCTTCCCGT TTCCCAAACAGGCCCCTTGCA
Exon 20 CAGCATGCCGGCGCTGTTTCAT CCACTATGGGTCATCCCACCTGCA
Exon 21 GTGAACTAGTGGCTGCTGGGGGAG | CGCTCCACCTCATCCTGCCCTTCC
Exon 22 GCATGACCAGTGTTGGCTGGTGA TGGGAAAGGCAGAGGACCCCCG
Exon 23 CCGGGTCCTGCTGTGTGGTTA GGTGCTGATACTTCTCTCCATCCT

Der Primer, MgCl2 (25 mM), die Ampli-tag-Gold DNA Polymerase (5 U/ul) und der
10x-Puffer (500 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,3) wurden von der
Firma Applied Biosystems geliefert, die Nukleotide von der Firma Invitrogen, Life

Technologies GmbH. Bei jedem hergestellten Mastermix wurde ein Ansatz ohne

Zugabe von DNA als Negativkontrolle hergestellt. Dies wird als NTC - No Template

Control - bezeichnet. Hergestellt werden die Reaktionsansatze auf Eis, um eine

Degradation der DNA und der Tag — Polymerase zu verhindern. Um eine

Kontamination des erstellten Produkts auszuschlieRen, wurde im Anschluss eine

Gelelektrophorese durchgefuhrt.

Mastermix fur eine Probe

A.d. 34,7 pl
Puffer 5ul

MgClI 3,6 ul

dNTPs 0,4 pl

Primer F 2u

Primer R 2u

AmpliTag Gold | 0,3 pl

48 + 2 ul DNA (50ng/pl)
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2.3 Agarose Gelelektrophorese

Reagenzien

SeaKem LE Agarose

Lonza, Rockland, ME USA

DNA Ladder (100bp)

TracklIT Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Ethidium Bromid 0,025%

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Ladepuffer

Orange G Ladepuffer: 1-Phenylazo-2-naphthol-6,8-
disulfonsauredinatriumsalz, 7-Hydroxy-8-phenylazo-1,3-
naphthalindisulfonsauredinatriumsalz.

Puffer und Losungen

Agarose Gel, 2%

2g Agarose in 100 ml 1x TAE Puffer

50x TAE Stock Lésung

2 M Tris-Acetate und 50 mM EDTA

1x TAE (Elektrophoresepuffer)

100 ml 50xTAE Stocklésung — 0,04mol/l Tris Acetat, 0,001 mol/l
EDTA, pH8,0

Gerate

Elektrophorese-Gelkammer

Maxi VG, VWR International GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Stromquelle

Power Pack P25, Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

UV Licht /Videokamera

G-Box, Syngene, Cambridge, UK

Die Produktkontrolle bestand aus der Durchfihrung einer Gelelektrophorese.
Hierzu war im Vorfeld ein zweiprozentiges Agarosegel vorbereitet worden. Das
zweiprozentige Agarosegel setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 2 g
Agarose (Sigma Agarose Type |, low EEO) 100 ml TAE-Puffer, welcher aus Tris-
Acetate, EDTA und Essigsaure besteht. Hierzu wurden 100 ml TAE-Puffer mit 2 g
Agarose in einen Erlenmeyerkolben gegeben, durch Schwenken vermischt und in
der Mikrowelle fr ca. eine Minute aufgekocht. Zur Vermeidung der Aushértung des
Gels wahrend der Abkuhlung wurde das Gel fur ca. 10 Minuten auf ein
Magnetriihrgerat gestellt. Daraufhin wurde das Gel in die mit Stanzkammen
vorbereitete Gelform gleichmaRig gegossen und dort bis zur vollstandigen
Aushartung fur ca. 30 Minuten belassen. Im Anschluss daran wurden die Kamme
entfernt und das ausgehértete Gel in eine Elektrophoresekammer, welche vorab mit
einem Wasserbad aus Ethidiumbromid und demineralisiertem Wasser gefullt
wurde, gelegt. Es wurden anschlieend 10 pl des PCR Produkts zwecks
Uberprifung und Visualisierung in die Kammern des Gels pipettiert. Dadurch

konnen Kontaminationen erkannt bzw. ausgeschlossen werden. Die einzelnen
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Segmente wurden mit 10 yl 100bp DNA-Ladder als Kontrolllauf und 10 pl PCR
Produkt mit 2 pl Orange G Ladepuffer befullt. Die Elektrophorese wurde bei 120 mA
fur ca. 40 Minuten in einer mit 1x TAE Puffer beflllten Elektrophoresekammer
durchgefuhrt. Danach wurde das Gel fur 25 Minuten zur Einfarbung in
Ethidiumbromidlésung (200 pl 1%-Ethidiumbromid-Lésung in 4 | destilliertem
Wasser) eingelegt. Zur Dokumentation wurden die DNA Banden mithilfe von UV-

Licht sichtbar gemacht und fotografiert. (Siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Agarose-Gel Darstellung
Erlauterung: Am linken (1) und rechten (13) Rand findet man die Banden der 100 bp DNA- Ladder. Die Banden 2-11
zeigen ein positives, nicht verunreinigtes Ergebnis. Bande 12 zeigt die Negativ-Kontrolle.

2.4 Aufreinigung der PCR Produkte

QIAquick 96 PCR Purification Kit Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
QIAquick Spin Clumns Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
QIAquick Collection Tubes Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
Puffer PE Konzentrat Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
Puffer PM Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland
Puffer EB Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland

Aufgereinigt wurden nur Produkte, die in der Gelelektrophorese eine korrekte
Negativ- und Positiv-Kontrolle gezeigt haben und eine Bande in der erwarteten
Fragmentlange aufwiesen. Um die DNA zuerst an die Saulen zu binden und spéater

wieder eluieren zu kénnen, wurden zur Aufreinigung durch das Verwenden
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verschiedener Puffer jeweils die bendtigten Salzkonzentrationen und pH-Werte
erreicht. Zum Einsatz kam der QIAquick 96 PCR Purification Kit. Im Kit enthalten
sind QIAquick Spin Columns, QIAquick Collection Tubes, Puffer PE-Konzentrat,
Puffer PM sowie Puffer EB. Im ersten Schritt wurden 200 pl PM Puffer auf das PCR
Produkt gegeben und zusammen auf die 96er Filterplatte pipettiert. Die Filterplatte
wurde mit einer Auffangschale in eine Vakuumschale (QIAVac base — im Kit
enthalten) gesetzt und ein Vakuum von -400 bis -600 mbar angelegt, bis die
Flussigkeit vollstandig filtriert war. Die aufgefangene Flussigkeit wurde mit der
Auffangschale vollstandig entsorgt. Die beschriebene Filtrierung erfolgte tUber eine
Silikatgelmembran in der QIA Saule. Im zweiten Schritt wurde eine neue
Auffangschale in die Vakuumschale gesetzt und die 96er Filterplatte wieder darauf
platziert. Anschlie3end wurden 750 pl PE Puffer in jedes Kompartment pipettiert
und das Vakuum fur 10 Minuten angelegt. Dadurch wurden ungebundene
Nukleotide, Enzyme, Salze und Primerreste aus dem PCR Produkt entfernt. Auch
hier wurde die aufgefangene Flussigkeit verworfen. Im dritten Schritt wurde die
Filterplatte einmal bei 3800 U/min fir 6 Minuten trocken zentrifugiert. Im vierten
Schritt wurde eine neue Saulenplatte verwendet und 50 ul EB Puffer in die
Kompartments eluiert und zuletzt die Platte bei 3800 U/min fir 6 Minuten

abzentrifugiert.

2.5 Cycle Sequencing Reaction (CSR)

Reagenzien

Aqua dest Braun, Melsungen, Deutschland

5x Sequencing Buffer Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

2.5.1 CSR Protokoll

Mastermix 1x

Aqua dest 10,00
Big Dye 2,00
5x Seq. Buffer 1,00
Primer 1,00

14 pl Mastermix + 1 pl aufgereinigtes PCR Produkt
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Primer Primersequenz

DNMT3A_2F TGAAGGGAGCCTGCCTCGGTTT
DNMT3A_3R GTCCCTGCAGGACATACATCACTG
DNMT3A_4R AGGCCATAGCCTTGGCAAGCA
DNMT3A_5R ACTCGCCACCCGTGTCCTTCT
DNMT3A_6R GGGTTAGCCTGAAGGGGAAACTGAG
DNMT3A_7F TTTCACGGCAAGGCAGCTGGTTG
DNMT3A_8R CACCACAGGCAGAGTAGGGGTGA
DNMT3A_9R TGCATACGGGCGAGCGAGGTG
DNMT3A_10F TTGCCTGTGCCACCCTCACTACTC

DNMT3A_11/12F

ACCCCACTGTAAGGAGGGTGGG

DNMT3A_ 13R

TACATGCCCAGAAGCGGTGGAC

DNMT3A_14R

GAGGCCAAGGTGTGCTACCTGGA

DNMT3A_15/16R

TTTTGCCAGAGTTGCCCACACA

DNMT3A_17F TAGGACTTGGGCCTACAGCTGAC
DNMT3A_18F TGCAGCTAGGGTCGTGAGCCTG
DNMT3A_19R TTCCCAAACAGGCCCCTTGCA
DNMT3A_20R CCACTATGGGTCATCCCACCTGCA
DNMT3A_21F GTGAACTAGTGGCTGCTGGGGGAG
DNMT3A_22R TGGGAAAGGCAGAGGACCCCCG
DNMT3A_23R GGTGCTGATACTTCTCTCCATCCT

Flr eine Sequenzierung der zu untersuchenden DNMT3A Exons musste im
Folgenden eine CSR (Cycle Sequencing Reaction) durchgefuhrt werden.
Ausgangsmaterial sind die aufgereinigten PCR-Produkte. Die CSR ist eine lineare
PCR-Amplifikation mit nur einem Primer. Bei der CSR werden nach dem
Zufallsprinzip fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotidtriphosphate (DANTPs) durch
die Polymerase in die entstehenden DNA-Fragmente eingebaut. Die DANTPs
besitzen eine Kettenabbruchfunktion und jeder Einbau eines DANTP anstatt eines
dNTP fuhrt zum Stopp der Synthese: Ergebnis sind viele DNA-Fragmente mit
unterschiedlichen Langen. Die Detektion der verschiedenen Fragmente mit
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Kettenabbruchnukleotiden geschieht durch
elektrophoretische Auftrennung und computergestitzte Analyse. Die CSR wurde mit
Hilfe eines ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 durchgeflhrt.
Bei der CSR wird im Gegensatz zur PCR entweder der ,forward”“ (Primer F) oder
der ,reverse” Primer (Primer R) eingesetzt. Das Gesamtvolumen der Reaktion von
14 ul beinhaltete 1 pl aufgereinigtes PCR Produkt, 1 pl Primer (10pmol), 2 ul BigDye
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, 1 pl 5x Sequencing Buffer, 10 pl

Nuklease-freies Wasser. Folgende Reaktionsbedingungen wurden gewanhlt:
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Aktivierung bei 96°C fur zwei Minuten, dann 95°C fur 15 Minuten (Denaturierung)
und danach 30 Zyklen mit 60 Sekunden bei 55°C (Annealing) und 3 Minuten bei
60°C (Elongation), abschlieRend wurden die Proben auf 4°C gekiihlt und auf eine
neue VWR 96 Platte, welche auf Eis gelagert war, pipettiert. Im Anschluss wurde
das entstandene CSR-Produkt bis zur Aufreinigung und Sequenzierung in Alufolie

verpackt, um eine Schadigung durch UV-Strahlung zu vermeiden und im

Kuhlschrank gelagert.

Zyklen CSR:
96°C 2 min
95°C 15 sec

25 Zyklen 55°C 1 min

60°C 3 min
4°C 10 min
4°C oo

2.6 Aufreinigung des CSR Produktes

Reagenzien

DyeEx 96 Kit (24) Qiagen GmbH,Hilden , Deutschland

VWR 96 Platte VWR Int., Darmstadt, Deutschland

Hi-DiTM Formamide (5ml tube) Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Far die Aufreinigung des CSR-Produkts wurde der DyeEX 96 Kit (24) von Qiagen
gemald den Herstellerangaben verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach dem
Prinzip der Gelchromatographie. Uberschiissige ddNTPs, welche beim
Sequenzieren stdérend wirken wirden, wurden in diesem Arbeitsschritt aus dem
CSR-Produkt entfernt. Als vorbereitenden Arbeitsschritt musste die Dye Ex 96
Saulenplatte nach Abziehen der unteren Folie auf einen Flussigkeitsauffangbehalter
gesetzt werden und bei 2350 U/min 6,5 Minuten lang abzentrifugiert werden. Die
Zentrifuge wurde hierflr bei der Beschleunigung auf den Wert 7 und bei der
Bremskraft auf den Wert 5 gestellt. Die aufgefangene Flussigkeit wurde dann
verworfen. Danach wurde unter die Dye Ex Saulenplatte eine VWR Platte gestellt,

welche zuvor mit 5 yl Formamid je Kompartment und dann 15 ul PCR Produkt befullt
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wurden. Saulen, die nicht mit PCR Produkt beflllt werden sollten, wurden lediglich
mit 15 pl Formamid beflllt, um die Funktion des Sequenzierers aufrechtzuerhalten.
Daraufhin wurde das CSR-Produkt mit einer Achtfach - Multipipette auf die nach der
Zentrifugation festen Gelmatrices der DyeEX 96 Plate pipettiert. Anschliefend
wurde die Dye Ex 96 Saulenplatte mit der untergestellten VWR Platte bei 2350
U/min 6,5 Minuten abzentrifugiert. Das erhaltene Eluat wurde in 0,5 ml Tubes

pipettiert.

2.7 DNA Sequenzierung

Gerate und Software

3500 x| Dx Genetex Analyzer Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
DNASTAR Lasergene SeqMan DNASTAR Inc., Madison WI, USA

Die Sequenzierung selbst erfolgte computergestutzt. Es wurde ein 3500 xI Dx
Genetic Analyzer verwendet. Die bei der CSR in verschiedener Grolie amplifizierten
DNA-Fragmente wurden durch Kapillarelektrophorese nach ihrer Lange aufgetrennt
Die Kapillaren waren mit einem polymeren Gel geflllt. Als Trennsaulen dienten
Quarzglas-Kapillaren. Durch elektrokinetische Injektion wurden die aufgereinigten
CSR Produkte in die Kapillaren eingebracht. Die Detektion erfolgte durch einen
Fluoreszenzdetektor direkt in der Kapillare. Die jeweils fluoreszenzmarkierten DNA-
Proben wurden ihrer Lange nach durch Elektrophorese aufgetrennt und passierten
bei diesem Vorgang das Detektionsfenster. Dieses wurde in den Polyamidfilm der
Kapillare gebrannt bzw. geatzt. Der Sequenziervorgang basierte auf der
laserinduzierten Emission der fluoreszierenden DNA-Einzelstrange. Als
Lasermedium wurde ein Argon-lonen-Laser verwendet, der die Farbstoffmolekiile
der markierten ddNTPs zur Emission von Fluoreszenz-Signalen stimulierte, sobald
diese das Detektionsfenster erreicht hatten. Diese wurden aus allen (bis zu 96)
Kapillaren auf einmal gesammelt und durch ein Spektrum separiert. Eine Charge-
Coupled-Device-Kamera erkannte die Signale. Weiterhin wurden die ermittelten
Rohdaten mit einem internen Langenstandard abgeglichen und mit Hilfe einer
Sequenzanalysesoftware in eine lesbare, graphische Darstellung Ubersetzt. Die

terminalen ddNTPs der DNA-Strange hatten jeweils einen flr sie eigenen
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Fluoreszenzfarbstoff, so dass man die entstehenden Fluoreszenz-Peaks als
Basenfolge des betreffenden Exons von DNMT3A zuordnen konnte. Nach
abgeschlossenem Durchlauf konnten die Sequenzdaten abgerufen und mittels

DNASTAR Lasergene SeqMan analysiert werden.

2.8 Statistische Analysen

Da der Schwerpunkt der Dissertation aus Uberwiegend experimentellen Arbeiten
bestand, wurde die statistische Analyse der erhobenen Ergebnisse sowie die
Korrelation mit klinischen bzw. genetischen Daten durch die Studienzentrale der
AMLSG, welche in die Studienzentrale der Klinik fur Innere Medizin Il (Leitung PD
Dr. F. Stegelmann) integriert ist, durchgefuhrt. Fur diese Analysen wurde der
Wilcoxon-Test sowie der Fisher-exakte-Test verwendet. Zur Darstellung der
Uberlebenszeiten wurden Kaplan-Meier Kurven verwendet. Gruppenunterschiede
im Hinblick auf das Uberleben wurden mittels des Log-rank Tests analysiert. Fiir alle

Tests galt das Signifikanzniveau p < 0.05
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3 Ergebnisteil

3.1 Haufigkeit und Beschreibung der DNMT3A Mutationen

Ziel dieser experimentellen Dissertation war die Untersuchung von der DNMT3A™ut
bei alteren AML Patienten aus den Studien AML HD98B und AMLSG 06-04. In der
Gesamtkohorte von 750 Patienten (AML HD98B, n= 307, AMLSG 06-04, n= 443)
konnte bei 127 Patienten eine DNMT3A™' (16,7%) nachgewiesen werden.
Hierunter waren 4 Deletionen in den Exons 18,19 und 21, welche zu einer
Verschiebung des Leserahmens fuhrten. Insgesamt wurden 101 Substitutionen im
Exon 23 detektiert, davon waren 91 im Kodon R882 gelegen (Siehe Abbildung 6).
Zwei Patienten zeigten jeweils 2 Mutationen. 122 Mutationen waren

.missense”“ Mutationen und eine Mutation war eine ,nonsense“ Mutation.

Gesamtzahl Mutationen im jeweiligen Exon:

0o O 0 o0 o0 9 7 6 0 3 1 101

Exon<1111/12 13 14 15/16 17 18 19 20 21 22 23

Kodon R882 Mutationen: /

Abbildung 6: Anzahl der gesamten Mutationen je Exon des DNMT3A Gens

Beispiel Patient 57 aus der Studie AMLSG 06-04 in Exon 23 (Abbildung 7).
Austausch des Nukleotides C durch das Nukleotid T an der Position 882

ikttt

A TGACTGGCAYGCTCCATGACC

Abbildung 7: Basensequenz Patient 57

Erlauterung: Basen A= Adenin, T= Thymin, G= Guanin, C= Cytosin,Y= veranderte Base, Pfeil: Nukleotidaustausch

Der Nukleotidaustausch c. C2644T fuhrt zu dem Aminosaureaustausch p. R882C.
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Beispiel Patient 480 aus der Studie AMLSG 06-04 in Exon 18 (Abbildung 8).
Austausch des Nukleotides C durch das Nukleotid T an der Position 714

l
\DANAAMAAAAAAAMAAA

Abbildung 8: Basensequenz Patient 480

Erlauterung: Basen A= Adenin, T= Thymin, G= Guanin, C= Cytosin,Y= veranderte Base, Pfeil: Nukleotidaustausch

Der Nukleotidaustausch c. C2141T fuhrt zu dem Aminosaureaustausch p. S714F.

3.2 Assoziation der DNMT3A™U mit klinischen Charakteristika

Fir die Assoziation der DNMT3A™t mit den klinischen Charakteristika waren von
den Studienpatienten folgende Parameter bekannt (in Reihenfolge der Tabelle):
Alter, Geschlecht, AML-Typ, Hamoglobinwert, Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl,
LDH-Wert, Blastenanteil im KM und Blastenanteil im PB. Eine Korrelation galt als
signifikant, wenn der p-Wert < 0,05 war. Die Patienten mit DNMT3A™ waren
signifikant mit einem hoheren Alter (p= 0,04), sowie einer erhohten Leukozytenzahl
(p= 0,01) assoziiert. Nicht signifikante Parameter waren das Geschlecht (p= 0,37),
der AML-Typ (p= 0,19), der Hamoglobinwert (p= 0,12), eine erhohte
Thrombozytenzahl (p= 0,12), ein erhdhter LDH-Wert (p= 0,22), Blasten im KM (p=
0,19) und Blasten im PB (p= 0,07). Fur die Auswertung konnten 750 Patienten der

760 sequenzierten Patienten herangezogen werden (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8: Assoziation der klinischen Charakteristika mit dem Mutationsstatus von DNTM3A.

Erlauterungen: AML: akute myeloische Leukémie, LDH: Laktatdehydrogenase

Median 68,1 67,1
Altersspannweite 58,4-84,5 60,6-79,4
mannlich 357 (57) 64 (52)
weiblich 271 (43) 58 (48)
de novo 16 (3) 3(2)
s-AML 78 (12) 8 (7)
t-AML 50 (8) 6 (5)
Median 9,3 9,1
Spannweite 3,8-14,5 5,4-14,1
nicht vorhanden 18 5

Median 54 63
Spannweite 2-672 11-418
nicht vorhanden 18 4

Median 8,7 20,2

Spannweite

0,1-439,5

0,5-293,1

nicht vorhanden

18

4

Median 365 372
Spannweite 40-6623 83-2970
nicht vorhanden 31 5

Median 70 75
Spannweite 0-100 0-100
nicht vorhanden 74 16

Median 30 38,5
Spannweite 0-100 0-100
nicht vorhanden 73 10
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3.3 Assoziation der DNMT3A™U! mit genetischen Alterationen

Im Folgenden wurden die Patienten aus beiden Studien hinsichtlich ihrer méglichen
Assoziation mit anderen genetischen Alterationen untersucht. DNMT3A™! waren
signifikant mit Mutationen in NPM1 (p= 0,01), IDH1 (p= 0,02), IDH2 (p= 0,01) und
FLT3-ITD (p= 0,01) assoziiert. Es gab eine inverse Korrelation von Mutationen in
CEBPA mit DNMT3A™ !t (p= 0,03) Mit FLT3-TKD (p= 1,00) und ASXL1 (p= 0,51)
konnte keine signifikante Assoziation mit DNMT3A™! gezeigt werden. (Siehe
Tabelle 09)
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Tabelle 9: Assoziation der molekulargenetischen Alterationen mit dem Mutationsstatus von

DNMT3A. Erlauterungen: Prozentualer Anteil(gerundet) der Patienten in Klammern in Bezug auf den Mutationsstatus von
DNMT3A. FLT3-ITD: FMS-like tyrosine kinase 3 interne Tandem-Duplikation; FLT3-TKD: FMS-like tyrosine kinase 3
Tyrosinekinase-Domane; NPM1: Nucleophosmin 1; IDH1: Isocitrate Dehydrogenase 1; IDH2: Isocitrate Dehydrogenase 2;
ASXL1: Additional Sex Combs-Like Protein 1; CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein alpha ; wt: Wildtyp ; mut: mutiert

wit: 530 (86) 89 (73)
mut: 88 (14) 33 (27)
keine Daten: 10 0

wit: 569 (95) 115 (95)
mut: 32 (5) 6 (5)
keine Daten: 27 1

wit: 472 (77) 75 (62)
mut: 141 (23) 46 (38)
keine Daten: 15 1

wit: 570 (94) 75 (62)
mut: 37 (6) 15 (13)
keine Daten: 21 3

wit: 528 (87) 90 (76)
mut: 79 (13) 29 (24)
keine Daten: 21 3

wt 539 (89) 108 (92)
mut 67 (11) 10 (8)
keine Daten 22 4

wit: 552 (95) 105 (91)
mut: 28 11
keine Daten: 48 6
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3.4 Relevanz der DNMT3A™! in Anbetracht der zytogenetischen

Klassifikation

Als nachstes wurde die Bedeutung der zytogenetischen Veranderungen in
Korrelation zu DNMT3A™tuntersucht (Tabelle 10) Hierfiir wurden die Patienten den
zytogenetischen Kategorien - gunstig, intermediar und ungunstig zugeordnet. Zwei
Drittel der Patienten gehorten zur Gruppe mit intermedidrem zytogenetischen
Risiko. Die Gruppierung nach zytogenetischem Risiko war signifikant (p= 0,1). Des
Weiteren wurden die rekurrenten Alterationen t(9;11), t11g23var, t(6;9), inv(3) / t(3;3)
und Trisomie 8 in Bezug auf ihre Assoziation mit DNMT3A™ ! untersucht. Es zeigte
sich keine signifikante Korrelation DNMT3A™! mit diesen genetischen Alterationen,
aber DNTM3A™t waren signifikant mit dem normalen Karyotyp (p= 0,01) assoziiert

und invers mit dem komplexen Karyotyp (p= 0,01) korreliert.
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Tabelle 10: Assoziation der zytogentischen Alterationen mit dem Mutationsstatus von

ungunstig 148 (26) 13 (12)
intermediar 372 (67) 94 (87)
glinstig 39 (7) 1(1)
keine Daten 69 14

t(9;11) positiv 7(1) 0
t(9;11) negativ 552 (98) 108 (100)
keine Daten 69 14

t(11q)(23) positiv 4 (1) 0
t(11)(923) negativ 555 (99) 108 (100)
keine Daten 69 14

t(6;9) positiv 2(1) 0
t(6;9) negativ 557 (89) 108 (88)
keine Daten 69 14

inv(3) / t(3;3) positiv 9(2) 1(1)
inv(3) / 1(3;3) negativ 550 (98) 107 (99)
keine Daten 69 14

vorhanden 252 (45) 77 (71)
nicht vorhanden 307 (55) 31 (29)
keine Daten 69 14

Trisomie 8 positiv 57 (10) 6 (6)

Trisomie 8 negativ 502 (90) 102 (94)

Fortsetzung Tabelle 10 auf Seite 59
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Fortsetzung Tabelle 10

keine Daten 69 14
Komplexer Karyotyp. (%) 0,01
vorhanden 108 (19) 9 (8)
nicht vorhanden 451 (81) 99 (92)
keine Daten 69 14

3.5 Einfluss der DNMT3AM auf das Therapieansprechen

Um die Relevanz von DNMT3A™! in Bezug auf das Therapieansprechen

einzuschatzen, wurden die in Tabelle 11 aufgefuhrten Remissionsstadien (CR,
partielle Remission (PR), friher Tod) im Hinblick auf ihre Assoziation mit DNMT3A™ut

analysiert. Der jeweilige Status wurde nach dem zweiten Induktionszyklus, auch

Doppelinduktion genannt, erhoben. Es konnte kein Zusammenhang zwischen
DNMT3A™tund dem Erreichen einer CR, PR oder dem friihzeitigen Tod festgestellt

werden (p= 0,98).

Tabelle 11: Korrelation der DNMT3A™'t mit dem Therapieansprechen.

Alle Patienten, n= 750 DNMT3A p-Wert
Wildtyp Mutiert
n= 628 (%) n= 122 (%)

Remission (%) 0,98
komplette Remission 295 (49) 58 (49)

partielle Remission 245 (40) 49 (41)

friiher Tod 66 (11) 12 (10)

keine Daten 22 3

3.6 Einfluss der DNMT3A™ 't auf das Uberleben

In dem folgenden Abschnitt wurde die Bedeutung der DNMT3A™ in Bezug auf den

klinischen Verlauf untersucht. Verglichen wurde in univariabler Analyse die Gruppe
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der Patienten mit DNMT3A™ (n= 122) versus die Gruppe der Patienten mit
DNMT3A" (n= 628). Untersucht wurden die klinischen Endpunkte OS, RFS und
EFS. DNMT3A™ hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben
(siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Gesamtiiberleben der Patienten aus den Studien AML HD98B und AMLSG 06-04
entsprechend des DNMT3A Mutationsstatus.
Erlauterungen: wt= Patienten mit DNMT3A Wildtyp, mut= Patienten mit DNMT3A Mutation

Folgende Auswertung konnte gemacht werden (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Korrelation des Gesamtiiberlebens mit DNMT3A™mut

Ereignisse 529 109 0.14

Median 0.92 0.85
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Patienten mit DNTM3A™t zeigten in univariabler Analyse ein signifikant
schlechteres RFS im Vergleich zu den Patienten mit DNTM3A™ (p= 0,02) (siehe
Abbildung 10).
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Abbildung 10: Rezidivfreies Uberleben der Patienten aus den Studien AML HD98B und AMLSG 06-

04 entsprechend des DNMT3A Mutationsstatus.
Erldauterungen: wt= Patienten mit DNMT3A Wildtyp, mut= Patienten mit DNMT3A Mutation

Folgende Auswertung konnte gemacht werden (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Korrelation mit rezidivfreiem Uberleben.

Ereignisse 290 61 0.02

Median 0.884 0.672
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Auch in Bezug auf das EFS zeigte sich univariabel eine signifikante Bedeutung der
DNMT3AMt: Patienten mit DNMT3AM!t hatten ein schlechteres EFS im Vergleich zu
Patienten mit DNMT3A" (p= 0,01) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ereignisfreies Uberleben der Patienten aus den Studien AML HD98B und AMLSG
06-04 entsprechend des DNMT3A Mutationsstatus.
Erldauterungen: wt= Patienten mit DNMT3A Wildtyp, mut= Patienten mit DNMT3A Mutation

Folgende Auswertungen konnten gemacht werden (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Korrelation mit ereignisfreiem Uberleben

Ereignisse 569 119 0.01

Median 0.241 0.175
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4 Diskussion

Mittels PCR und konventioneller Sanger Sequenzierung wurden in dieser Arbeit 750
intensiv behandelte AML Patienten hinsichtlich Mutationen im Gen DNMT3A
untersucht. Es wurden insgesamt 122 Mutationen (16%) festgestellt. Die
Mutationen waren in verschiedenen kodierenden Regionen des DNMT3A Gens
verteilt. Als Mutations-Hotspot konnte das Exon 23 ausgemacht werden. Nach der
Bestimmung der Inzidenz an DNMT3A™ in dieser Kohorte wurden im Weiteren
mogliche Korrelationen dieser Mutationen mit klinischen und genetischen
Charakteristika untersucht. Klinisch waren DNMT3A™! mit dem Alter und einer
erhdohten Leukozytenzahl assoziiert. Eine Assoziation von Geschlecht, AML-Typ,
Hamoglobinwert, Thrombozytenzahl, LDH-Wert, Blastenanteil im KM oder im PB
konnte nicht beobachtet werden. Des Weiteren konnten signifikante Korrelationen
zwischen DNMT3A™t und Mutationen in NPM1, IDH1, IDH2, und FLT3-ITD
beschrieben werden. Fur das Gesamtuberleben konnte, im Gegensatz zum
ereignisfreien und rezidivfreien Uberleben, kein signifikanter Einfluss von
DNMT3AMt gezeigt werden.

4.1 Methodik

Als ,First-Generation Sequencing“ wird die Sequenziermethode nach Sanger
bezeichnet, welche hier zur Anwendung kam. Diese Methode fuhrte zu vielen
bedeutenden Erkenntnissen. insbesondere bei der Erforschung der Pathogenese
von Tumorerkrankungen. Im Weiteren wurde die Methode des ,Next Generation
Sequencing”“ (NGS) entwickelt, mit der erstmals das menschlichen Genoms durch
das ,Human Genome Project” entschlusselt wurde. [71] [118] Im direkten Vergleich
von NGS mit der Methode nach Sanger gibt es fir beide Methoden Vor- und
Nachteile. Vorteile des NGS ist die hohe Sensitivitat, jedoch sind hier entsprechende
Soft- und Hardware Voraussetzung, um die enormen Datenmengen zu verarbeiten
und zu speichern. Ist das Ziel, nur ein Gen mit einer Uberschaubaren Anzahl an
Exons zu untersuchen, so ist die Methode der Sanger Sequenzierung eine gute
Alternative. [178]
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4.2 Klinische Relevanz von DNMT3AMut

In der hier vorliegenden Arbeit wurden DNMT3A™!t mit einer Inzidenz von 16%
detektiert. Dies ist ahnlich zu der Studie von Gaidzik et al. (20%), wobei in deren
Studie jungere AML-Patienten im Alter von 18 - 60 Jahren untersucht wurden. [49]
In einer Studie von Thol et al. wurden 498 Patienten im Alter von 30 bis 60 Jahre
untersucht, davon hatten 18% eine DNMT3A™. [167] Eine Metaanalyse von
Shivarov welche 4500 Patienten umfasste, unterstitzt diese Daten mit einer
kumulativen Inzidenz der DNMT3A™t von 14 - 34%. [151]. Die Altersspanne in der
hier vorliegenden Studie betrug 58 - 84 Jahre mit einem Altersmedian der
DNMT3AMt von 67 Jahren und der DNMT3A™ von 68 Jahren. Die Altersspanne in
der Metaanalyse von Shivarov betrug 18 - 84 Jahre, bei Gaidzik et al. betrug diese
18-60 Jahre. Ley et al. diagnostizierten bei 281 Patienten DNMT3AM !t bei 22% der
Patienten. Die Altersspanne in dessen Studie lag zwischen 22 und 82 Jahren. [93]
Auch Ribeiro et al. konnte in seiner Untersuchung von 415 Patienten bei 96
Patienten DNMT3A™ feststellen, was eine Inzidenz von 23,1% ergibt. Die
Alterspanne der Studie von Ribeiro et al. betrug 15 - 60 Jahre [140] Uber alle
Studien hinweg zeigt sich eine Korrelation von DNMT3A™t mit zunehmendem Alter
der Patienten (p= 0,04). [151] Das Geschlecht der Patienten war in der hier
durchgefiihrten Studie in Verbindung mit DNMT3A™ nicht signifikant (p= 0,4).
Insgesamt waren 421 Patienten mannlichen und 329 Patienten weiblichen
Geschlechts. In der Studie von Gaidzik et al. war das Verhaltnis Mann zu Frau (907
zu 863) und die entsprechenden Mutationsverteilung (160 zu 210) ahnlich. Die
unterschiedlichen AML Typen spielten in beiden Studien keine Rolle (p= 0,2). Ein
Zusammenhang von DNMT3A™ !t und einer erhdhten Leukozytenzahl tritt in beiden
Studien auf (p= 0,01). Wahrend in der hier vorliegenden Arbeit DNMT3A™t mit den
klinischen Parametern wie LDH-Wert, Thrombozytenzahl, Blastenanteil im KM und
PB nicht signifikant assoziiert waren, wurde in der Studie von Gaidzik et al. eine
signifikante Korrelation mit diesen Variablen beschrieben. [49] Dieser Unterschied
ist vermutlich ebenfalls auf die unterschiedliche Altersspanne zurtick zu fuhren. In
der Studie von Thol et al. und Ribeiro et al. wurde ebenfalls ein Zusammenhang
zwischen DNMT3A™! und einem hoheren Alter sowie einer erhohten
Leukozytenzahl beschrieben. [167] [140]
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4.3 Zytogenetische Assoziationen von DNMT3A™M

In der hier durchgefiihrten Studie ist eine Korrelation von DNMT3A™! und dem
zytogenetischen Risiko ersichtlich. Ein GroRteil der DNMT3A™ ! Patienten hatten ein
intermediares Risiko (87%). Dies ist Ubereinstimmend mit den Studien von Gaidzik
et al. (89%), Thol et al. (94%) und Ley et al. (90%). In allen Studien lag die Anzahl
von Patienten mit gunstigem zytogenetischem Risiko im einstelligen
Prozentbereich. Ley et al. konnte keinen Patienten mit glinstigem zytogenetischem
Risiko und DNMT3AM ! diagnostizieren. [93] Des Weiteren finden sich Patienten mit
DNMT3A™t auch selten in der zytogenetisch unglinstigen Gruppe wie in dieser
Studie mit 12% , passend hierzu auch die Ergebnisse der Studien von Gaidzik et al.
(10%), Thol et al. (5%), Ley et al. (6%) und Ribeiro et al. (6%). [49] [167] [93] [140]
Eine inverse Assoziation zwischen komplexem Karyotyp und DNMT3A™! und eine
signifikante Assoziation zwischen normalen Karyotyp und DNMT3A™ konnte auch
in dieser Studie belegt werden. Dies deckt sich auch mit den Erkenntnissen der
Studien von Gaidzik et al. und Ribeiro et al. [49] [140] Trisomie 8 sowie t(6;9) waren
nicht mit DNMT3A™M! assoziiert. Zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen die
Studien bei der Gruppe der Patienten mit inv(3) / t(3/3). Dies kdnnte ebenfalls durch
die unterschiedlichen Altersspannen zustande kommen. In der hier durchgefuhrten
Studie ergibt sich keine signifikante Assoziation von inv(3) / t(3/3) mit DNMT3A™,

wahrend bei Gaidzik et al. diese beschrieben wurde. [49]

4.4 Molekulargenetische Assoziation von DNMT3A™

Da DNMT3A der Methylierung von DNA dient und Mutationen des protein-
methylierenden Gens DNMT3A gehauft vor allem im Exon 23 am Codon 882
auftreten, wird in Verbindung mit anderen Mutationen ein Einfluss auf die
Entstehung der AML in Erwagung gezogen. In vorherige Studien wurde festgestellt,
dass eine Deaktivierung des Gens die Unterdrickung unerwlnschter
Zelldifferenzierungen abschaltet, was zur Folge hat, dass selbst erneuernde Zellen
Uberhandnehmen und sich unkontrolliert vermehren. [16] DNMT3A™ allein scheint

laut dieser Studie keinen starken Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf der
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AML zu haben, Ley et al. sehen hingegen einen Zusammenhang. [94] Differierende
Patientenkohorten hinsichtlich zytologischer Risikogruppen und Alter kénnten fur
die unterschiedlichen Ergebnisse ursachlich sein. DNMT3A™!t tritt mit
verschiedenen anderen Mutationen auf, wie beispielsweise NPM1™ aber auch
FLT3-ITD oder IDH1/2™, Eine signifikante Korrelation mit DNMT3A™M! konnte auch
in den anderen publizierten Studien beschrieben werden. [49] [140] [151] [167]
Diese Korrelation kdnnte auch die erhohte Leukozytenzahl erklaren, da NPM 1Mt
und insbesondere FLT3-ITD mit eben dieser in Verbindung gebracht werden.
Mutationen des NPM1 Gens kommen laut aktuellen Studien bei ca. 35% der de
novo AML Patienten und in noch hdherer Zahl bei CN-AML Patienten vor. [40]
Mutiert NPM1, kommt es durch eine zytoplasmatische Verlagerung zum
Funktionsverlust des Gens. Durch den Verlust der Funktion von NPM1 als
Bindungspartner und Transport Protein und dessen hohem Aufkommen bei AML,
lasst sich vermuten, dass dies ein friihes Ereignis in der Leukdmogenese sein kann.
[173] Der Zusammenhang von DNMT3A™! und NPM1™t deckt sich auch mit den
Ergebnissen der Studie von Yang et al. [189] Diese beschreibt ebenfalls eine
Korrelation zwischen DNTM3A™ ' und NPM1™t sowie Mutationen von FLT3 (FLT3-
ITD). Interessant ist, dass in der padiatrischen AML DNMT3A™ nur zu 2,1% auftritt.
[67] Die Autoren schliel3en daraus, dass sich im Kindesalter vorhandene Mutationen
Uber das Zellwachstum im Verlauf der Lebensjahre potenzieren und es unter
anderem dadurch zu erhohten Mutationsraten kommt. [189] Die Assoziation von
DNMT3A™t mit FLT3-ITD wird in dieser Studie bei 27% aller DNMT3A™
beschrieben. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Studie der
AMLSG mit jungeren AML Patienten sowie anderen publizierten Studien. [49] [140]
[168] [104] Das FLT3-Gen ist in die Gruppe der Klasse |l Rezeptortyrosinkinasen
eingeordnet und auf dem Chromosom 13q12 lokalisiert. Das Gen selbst ist flr das
Uberleben und die Differenzierung einer Zelle von Bedeutung. ITD steht fiir interne
Tandemduplikation, was eine Mutation des Gens darstellt und in der
juxtamembranaren Domane vorkommt. Durch das haufige Auftreten bei ca. einem
Drittel aller AML Patienten, wird der Mutation eine prognostische Bedeutung
zugeschrieben. [110] Studien belegen, dass FLT3-ITD auf Grund des dadurch
unkontrollierten Wachstums zu einer eher schlechten Prognose flhrt und eine
gewisse Resistenz gegenuber einer normalen Chemotherapie aufweist. [19] Des
Weiteren wurde IDH7 und IDH2 im Zusammenhang mit DNMT3A™ ! betrachtet. IDH
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steht fur Isocitrat Dehydrogenase. IDH1 stellt das zytoplasmische IDH zur
Verfugung und [/DH2 das mitochondrielle IDH. IDH sind Enzyme und
Enzymkomplexe.[27] IDH1 Mutationen sind heterozygot und haben einen
fehlerhaften Aminosaurenaustausch im Codon 132. [171] [98] In der durchgefuhrten
Studie ist DNMT3A™t mit IDH1™ assoziiert (p= 0,02). Sie tritt bei 13% aller
DNMT3AMt Patienten auf. IDH2™ hat eine starkere Assoziation (p=<0,01). Sie tritt
bei 24% aller DNMT3A™t Patienten auf. [174] Auch in der Studie von Gaidzik et al.
wird eine Assoziation von Mutationen in /IDH71 und IDH2 mit DNMT3AM
beschrieben. [49] Thol et al. konnten in lhrer Studie dagegen nur eine Assoziation
von DNMT3A™tund IDH1R132 feststellen und bei IDH2™ konnte keine Korrelation
mit DNMT3A™! festgestellt werden. [167] Dies beschrieb auch Ribeiro et al.,
IDH1™ war signifikant mit DNMT3A™! assoziiert, wahrend IDH2™ nicht mit
DNMT3AMt assoziiert war. [140]

4.5 Relevanz von DNMT3A™ auf den Therapieverlauf von AML

In Bezug auf das chemotherapeutische Ansprechen wie CR, RD oder friihen Tod
zeigten Patienten mit DNMT3A™ und Patienten mit DNMT3A" keine wesentlichen
Unterschiede (p= 0,9). Die Studie von Gaidzik et al. mit jungeren Patienten, weist
hier abweichende Daten auf. Patienten mit DNMT3A™ waren mit einer hoheren
CR-Rate und einer geringeren Rate an RD assoziiert als Patienten ohne
DNMT3A™M !, [49] Thol et al. assoziiert DNMT3A™ ! hingegen mit einer negativen
Prognose in Bezug auf die CR. [168] Analysiert wurde im Folgenden der Einfluss
von DNMT3A™t auf das OS, das RFS und das EFS. DNMT3A™t hatte keinen
signifikanten Einfluss auf das OS. Dies wurde auch in der vorangegangenen Studie
von Gaidzik et al. mit jingeren Patienten belegt. [49] Anders stellt sich die Situation
beim EFS und RFS dar; hier zeigt sich eine signifikante Assoziation zwischen
DNMT3A™t und dem EFS (p= 0,01). Die Dauer mit DNMT3A™ betrug bis zum
ersten Ereignis nur 7 Monate, wahrend ohne Mutation es bis zum ersten Ereignis
ca. 14 - 15 Monate dauerte. Auch das RFS zeigte sich bei Patienten mit DNMT3A™ut
schlechter als bei Patienten mit DNMT3A" (p= 0,02) und wies eine Dauer von ca.
8 Monaten bei DNMT3A™ und 14 Monate bei DNMT3A"! auf. Ley et al. konnte in
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seiner Studie ebenfalls ein schlechteres EFS aber auch ein schlechteres OS bei
Patienten mit DNMT3A™ beschreiben. [93] Ribeiro et al. stellte ebenfalls eine
signifikante Verschlechterung der OS und des RFS in Abh&ngigkeit der DNMT3A™ut
fest. [140] La Rochelle untersuchte in seiner Studie iber 457 Patienten DNMT3A™ut
im Zusammenhang mit der Anwendung von Idarubicin und Daunorubicin in der AML
Therapie. In dieser Studie kommt man aufgrund der identischen
Gesamtiberlebenszahl von DNMT3A™t und DNMT3A" zu dem Schluss, dass
DNMT3AM !t nicht entscheidend fiir den Therapieerfolg der AML ist. [93] Ein Grolteil
der betrachteten Studien kommt zu einem signifikant schlechteren OS. [140] [151]
[167] Dies steht im Kontrast zu der hier durchgeflhrten Studie und der Studie von
Gaidzik et al. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, kdonnten differierende

Patientenkohorten fur die unterschiedlichen Ergebnisse von Relevanz sein.

4.6 Klonale Hamatopoese

Die klonale Hamatopoese oder auch clonal hematopoiesis of indeterminate
potential (CHIP) und age-related clonal hematopoiesis (ARCH) ist ein, mit
zunehmendem Alter, haufiges auftretendes Ereignis. Hamatopoetische
Stammzellen akquirieren im Verlauf eine zunehmende Anzahl an Mutationen. [78]
ARCH definiert die klonale Hamatopoese welche durch jegliches klonales Ereignis
auftritt und mit dem Alter assoziiert ist. CHIP bezeichnet die klonales Hamatopoese
welche durch eine somatische Mutation in einem sogenannten ,driver* Gen wie
beispielsweise DNMT3A verursacht wird. [11] Unter 50 Jahren tritt eine klonale
Hamatopoese nur vereinzelt auf, bei Gesunden uUber 60 Jahre wird diese bereits zu
5 - 10% beschrieben und bei tiber 80 Jahren dann bis zu 20%. [54] [77] Die bei der
klonalen Hamatopoese mit am haufigsten mutierten Gene sind DNMT3A, TET2 und
ASXL1. Vor diesem Hintergrund wird davon ausgegangen, dass Mutationen in
diesen Genen nicht nur eine klonale Hamatopoese fordern, sondern mafigeblich fur
das Progressionsrisiko und nachfolgend die Entstehung einer AML beitragen
konnen. [54] Unterstutzend hierzu die kurzlich publizierten Daten von Abelson et al.
und Desai et al., welche in ihren Studien z.B. bei dem Nachweis von DNMT3A™t

ein signifikant erhdhtes Risiko flr die Progression in eine AML beschreiben. [1] [28]
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5 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukamie (AML) zahlt zu den klonalen Erkrankungen
hamatopoetischer Stammzellen und zeichnet sich durch eine grofe biologische und
klinische Heterogenitat aus. Weiterhin stellt diese Erkrankung eine grofRe
Herausforderung dar und dies gilt sowohl fur die Diagnosestellung als auch die
Therapie dieser Erkrankung. Aufgrund der fortlaufenden technologischen
Verbesserungen und weiterer wissenschaftlicher Erkenntnisse im Bereich von
Diagnostik, Therapie und Prognose konnten bei der AML bedeutende Fortschritte
erzielt werden. Es wurden histomorphologische und zytologische Erkenntnisse
durch zyto- und molekulargenetische Erkenntnisse erganzt. Dadurch entstanden
die verschiedenen WHO (Welt Gesundheits Organisation / World Health
Organisation) Klassifikationen sowie die Risikostratifizierung des European
LeukemiaNet, welche aufgrund dieses Fortschritts zuletzt 2016 bzw. 2017
angepasst wurden. Zielsetzung der hier vorliegenden Studie war die Inzidenz und
Bedeutung von DNMT3A™! als prognostischen Marker bei der AML in einer Gruppe
von homogen intensiv behandelten alteren AML Patienten zu untersuchen.
DNMT3A ist fur die de novo Methylierung von DNA (Desoxyribonukleinsaure)
zustandig ist. Es wurden hier 750 Patienten aus den Studien AML HD98B und
AMLSG 06-04 analysiert, deren Alter zwischen 58 und 85 Jahren lag. Die Analyse
der Proben wurde mittels konventioneller PCR (Polymerase-Kettenreaktion) und
direkter Sanger Sequenzierung durchgefihrt, um die Inzidenz von DNMT3AMt
festzustellen. Im Weiteren wurden die erhaltenen Ergebnisse mit den biologischen
und klinischen Charakteristika der Kohorte verglichen. Es wurde eine signifikante
Korrelation von DNMT3A™t mit dem Alter und einer erhohten Leukozytenzanhl
festgestellt. In Bezug auf die genetischen Alterationen war eine signifikante
Korrelation von DNMT3A™ mit Mutationen in NPM1, IDH1, IDH2, FLT3-ITD zu
beobachten. Mit FLT3-TKD und ASXL1 konnte keine signifikante Assoziation
gezeigt werden. DNMT3A™ hatte keinen Einfluss auf das Ansprechen der
Induktionstherapie. Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass DNMT3A™ ! keinen
signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben hatten. Jedoch sind DNMT3AM!t mit
einem signifikant schlechteren ereignisfreien und rezidivfreien Uberleben assoziiert.
In Zusammenschau gehéren DNMT3A™t zu den rekurrenten Mutationen in der
AML. Auch wenn fur diese Mutationen in den meisten Studien keine wesentliche
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prognostische Bedeutung beschrieben werden konnte, spielen diese im Kontext der
klonalen Hamatopoese und dem Progressionsrisiko in eine AML eine wesentliche

Rolle, welche weiter erforscht werden sollte.
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