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1 Einleitung

1.1  Akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine maligne klonale Erkrankung der
hamatopoetischen Zellen, wobei sich ,akut“ auf den klinischen Verlauf der Erkran-
kung bezieht (Frohling et al., 2005). Bei dieser Erkrankung verlieren unreife
hamatopoetische Vorlauferzellen die Fahigkeit zur normalen Ausdifferenzierung
und Proliferation (LOwenberg et al., 1999). Dies fuhrt zum charakteristischen An-
stieg der unreifen myeloiden Zellen im Knochenmark und zur Stérung der
Hamatopoese. Hierbei kdnnen alle drei Zellreihen betroffen sein; klinisch prasen-
tiert sich das Bild der AML durch eine Knochenmarkinsuffizienz und Suppression
der normalen Hamatopoese aufgrund der blastaren Knochenmarkinfiltration mit
konsekutiver Anamie, Neutropenie und Thrombozytopenie (Estey u. Déhner,
2006).

Obwohl die AML weniger als 1% aller Krebsarten ausmacht, spielt sie unter den
Leukamien mit einem Anteil von insgesamt 34% eine grof3e Rolle. Vor allem mit
zunehmendem Alter steigt die Inzidenz dieser Erkrankung (Ferrara u. Pinto, 2007).
Diese betragt ca. 4/100.000 Einwohner pro Jahr; innerhalb der Personengruppe
uber 65 Jahre steigt die Inzidenz bis auf 12,6/100.000 Einwohner pro Jahr. Somit
ist die AML eine Erkrankung des &lteren Menschen. Das mediane Erkrankungsal-
ter liegt bei ca. 70 Jahren (Estey u. Dohner, 2006).

Substanzen, die das Erbgut verandern (wie z.B. Benzol) sowie radioaktive Strah-
lung kdnnen das Risiko, an einer AML zu erkranken, erh6hen (Estey u. D6hner,
2006). Insbesondere nach vorangegangenen Strahlen- und Chemotherapien auf-
grund einer zurtickliegenden Krebserkrankung kommt es gehauft zum Auftreten
sogenannter therapieassoziierter Leukdmien. Des Weiteren kann sich aus einer
bereits bestehenden Knochenmarkserkrankung, wie z.B. dem myelodysplas-
tischen Syndrom oder myeloproliferativen Neoplasien, eine sekundare AML entwi-

ckeln.
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1.2 Bedeutung der Zytogenetik und Molekulargenetik
bei der AML

Die AML ist klinisch und biologisch eine sehr heterogene Erkrankung (Estey u.
Doéhner, 2006). Bei etwa 55% der Erwachsenen mit AML lassen sich chromoso-
male Veranderungen nachweisen (D6hner u. Déhner, 2008). Wahrend in der Ver-
gangenheit die Erkrankung vor allem nach mikroskopisch auffalligen Kriterien so-
wie Oberflachenmerkmalen (Immunphanotypisierung) eingeteilt wurde (sog. FAB-
Klassifikation), erfolgt die Klassifizierung mittlerweile anhand zytogenetischer und
molekulargenetischer Veranderungen (World Health Organization- (WHO-) Klassi-
fikation). In dieser werden zusatzlich zytogenetische, molekularbiologische und
klinische Merkmale berucksichtigt (Vardiman et al., 2002). Bei einer 2008 verof-
fentlichten Aktualisierung der WHO-Klassifikation wurden die in letzter Zeit ge-
wonnenen genetischen Informationen integriert. In dieser revidierten Fassung er-
folgt die Klassifikation der AML sowohl anhand zytogenetischer Aberrationen als
auch anhand der beiden molekularen Marker Nucleophosmin 1 (NPM1) und
CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA) (Swerdlow et al., 2008).

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der akuten myeloischen Leukadmie (Swerdlow et al., 2008)

Abkurzungen: AML = akute myeloische Leuka&mie; CBFB = core-binding factor subunit beta;
CEBPA = CCAAT/enhancer-binding protein alpha; EVI1 = ecotropic viral integration site 1; MKL1 =
myocardin-like protein; MLL = mixed-lineage leukemia; MLLT3 = mixed-lineage leukemia
translocated to 3; MYH11l = myosin heavy chain 11; NPM1 = Nucleophosmin 1; NUP214 =
nucleoporin 214; PML = Promyelozytenleukéamie; RARA = Retinolsdure-Rezeptor alpha; RBM15 =
putative  RNA-binding protein 15, RPN1=  Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein
glycosyltransferase subunit 1; RUNX1 = runt-related transcription factor 1; RUNX1T1 = runt-related
transcription factor 1, translocated to, 1 (cyclin D-related); WHO = World Health Organization.

AML mit rekurrenten, genetischen Aberrationen

AML mit t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;,q22), CBFB-MYH11
AML mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

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

AML mit t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(g21926.2) oder t(3;3)(q21;926.2), RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
AML mit mutiertem NPM1

AML mit mutiertem CEBPA
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Fortsetzung Tabelle 1:

AML mit myelodysplasie-assoziierten Veranderungen

Therapieassoziierte myeloide Neoplasien

AML, nicht anderweitig charakterisiert

AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytéare Leukamie

Akute monoblastische und monozytare Leukamie

Akute erythroide Leuk&mie

Akute megakryoblastische Leukamie

Akute basophile Leukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myeloisches Sarkom

Myeloische Proliferationen bei Down Syndrom

Vorubergehende abnormale Myelopoese

Mit Down Syndrom assoziierte myeloische Leukamie

Blastische plasmazellulére dentritische Zell Neoplasie

1.3 Prognostische Bedeutung chromosomaler Aberrationen
bei der AML

Unter den prognostischen Markern wie Leukozytenzahl und Alter z&hlt der Karyo-
typ zu einem der wichtigsten unabhangigen prognostischen Faktoren hinsichtlich
Gesamtiuberleben und Therapieansprechen (Mrézek et al.,, 2004; Grimwade,
2001; Léwenberg, 2001). In verschiedenen Studien konnte einheitlich belegt wer-
den, dass unterschiedliche chromosomale Aberrationen mit der Rate an komplet-
ten Remissionen und den Uberlebensraten assoziiert sind (Byrd et al., 2002;
Grimwade et al., 1998; Mrézek et al. 2001; Slovak et al., 2000). Anhand der Zyto-
genetik lassen sich Patienten mit AML in drei Risikogruppen einteilen: Niedrig-,
Intermediar- und Hoch-Risikogruppe (Dohner et al., 2010).

Patienten mit normalem Karyotyp, welcher sich bei 40 bis 50% der erwachsenen
AML-Patienten findet (Mrozek et al., 2007), werden in die intermediare Risiko-

gruppe klassifiziert (D6hner et al., 2010). Dabei lassen sich innerhalb dieser Grup-
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pe deutliche Unterschiede hinsichtlich des klinischen Verlaufs beobachten; nur ein

Teil dieser Patienten weist eine lange Uberlebenszeit auf.

1.4  Molekulargenetische Heterogenitat der AML mit normalem
Karyotyp

In den letzten Jahren wurden innerhalb der AML-Patienten mit normalem Karyotyp
etliche molekulargenetischen Veranderungen oder Dysregulationen der Genex-
pression entdeckt (Bullinger et al., 2004; Mrézek et al. 2007). Am haufigsten fin-
den sich hierbei Nucleophosmin 1 (NPM1)-Genmutationen in 53%, interne Tan-
demduplikation (ITD) des Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3)-Gens in 31%,
CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA)-Genmutationen in 13% sowie
partielle Tandemduplikation (PTD) des mixed lineage leukemia (MLL)-Gens in 7%
der Falle (Schlenk et al., 2008). Dabei kdnnen mehrere dieser genetischen Veran-
derungen gleichzeitig auftreten. Abbildung 1 verdeutlicht die molekulare Hetero-

genitat der Gruppe der AML-Patienten mit normalem Karyotyp.
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1.2% NPM1*/CEBPA* 0% CEBPA*IFLT3-ITD*
1.2% NPM1*|CEBPA*IFLT3-ITD* 0.4% CEBPA*IFLT3-TD*IWT1*

0.2% NPM1*/CEBPA*IFLT3-TKD* 0.2% CEBPA*IFLT3-ITD*/FLT3-TKD*/WT1*

7.6% NPMT'INRAS* 4.2% CEBPA*

0.4% CEBPA*IWT1'INRAS*
2.5% CEBPA*IWT1*
1.2% CEBPA*INRAS*

0.8% NPM1TIWTT",
0.6% NPM1|WT1INRAS*

15.1% NPMT*

0.8% NPMT'IFLT3-ITD*/NRAS*

2.1% NPM1*FLT3-ITD*WT1* 14.8% no mutation

0.4% NPMT*IFLT3-TKD*/WTT*

2.7% FLT3-ITDHWTT*

0.6% NPM1*/FLT3-TKD*/NRAS™ 0.2% FLT3-ITD*/NRAS*

0.2% NPM1TFLT3-ITD*/WT1*/NRAS?,
0.4% FLT3-ITD*/FLT3-TKD*
0.2% NPM1*IFLT3-ITD*/FLT3-TKD*/NRA

0.4% NPM1*/FLT3-ITD*/FLT3-TKD*

4.7% NPMT*IFLT3-TKD*
17.4% NPMT*[FLT3TD*

0.4% NPMTIMLLYIFLT3ITD* 0.4% FLT3-TKD*/NRAS*

0.2% NPM1*IMLL*FLT3-TKD*

0.2% MLL*FLT3-TD*/FLT3-TKD*

1.4% MLLY/FLT3-TD*

0.6% MLL*IFLT3-TKD*IWT1*

0.6% MLLYFLT3-TKD*

0.8% MLL*/NRAS*
3.3% MLL*

6.1% FLT3-ITD*

0.4% FLT3-TKD*/WT1*

0.2% WTT'INRAS*

1.2% WT1*

2.7% NRAS*

Abbildung 1: Kreisdiagramm zur Darstellung der molekularen Heterogenitat der akuten mye-
loischen Leukdmie mit normalem Karyotyp, basierend auf Mutationen des NPM1, CEBPA,
MLL, FLT3 (ITD und TKD- Mutationen an D835 und 1836), NRAS und WT1-Gen.

(Déhner et.al., 2010)

Blau: NPM1-Mutationen, orange/rot: CEBPA-Mutationen, gelb/griin: MLL-Mutationen, grau: keine
Mutation der Klasse II, weil3: keine der genannten Mutationen. Die Daten basieren auf Analysen
von 485 erwachsenen AML-Patienten der AMLSG Ulm mit normalem Karyotyp. Abklrzungen:
AML = akute myeloische Leukéamie; AMLSG = AML-Studiengruppe; CEBPA = CCAAT/enhancer-
binding protein alpha; FLT3 = FMS-related tyrosine kinase 3; ITD = internal tandem duplication;
MLL = mixed-lineage leukemia; NPM1 = Nucleophosmin 1; NRAS = neuroblastoma RAS viral
oncogene homolog; TKD = tyrosine kinase domain; WT1 = Wilms tumor 1.

1.5 Pathogenese der AML

Das derzeit gangige Modell zur Pathogenese der AML ist durch zwei komplemen-
tare Klassen an Mutationen charakterisiert, die koexprimiert sein missen, um eine
akute Leukamie hervorzurufen (Gilliland et al., 2004). Hierbei aktivieren Klasse-I-
Mutationen Signaltransduktionskaskaden mit konsekutivem Proliferations- und/
oder Uberlebensvorteil fir hamatopoetische Vorlauferzellen. In einem murinem
Knochenmark-Transplantationsmodell konnte gezeigt werden, dass die Expressi-
on von FLT3-ITD (Kelly et al., 2002; Lee et al., 2007) sowie das konstitutiv aktivier-
te V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS)-Gen (Chan et
al., 2003) einen myeloproliferativen Phanotyp hervorriefen, beide alleine jedoch

nicht ausreichten, um das Vollbild einer AML zu verursachen. Weitere Beispiele

-5-
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fur Klasse-I-Mutationen sind FLT3-TKD, KIT und neuroblastoma RAS viral
oncogene homolog (NRAS)-Mutationen (Gilliland u. Griffin, 2002b).

Bei den Klasse-lI-Mutationen sind Transkriptionsfaktoren oder Bestandteile des
Koaktivierungskomplexes der Transkription mutiert und beeintrachtigen uber-
wiegend die Zelldifferenzierung. Ein Beispiel hierflr ist die Translokation
(8;21)(q22;922) mit Expression des Fusionsgens RUNX1/RUNXI1T1 (runt-related
transcription factor), die im Mausmodell zur Anhaufung unreifer myeloischer Vor-
lauferzellen (Fenske et al., 2004; de Guzman et al., 2002) fuhrt. Per se sind jedoch
auch Klasse-lI-Mutationen nicht ausreichend, um eine AML im Mausmodell zu

verursachen (Schessl et al., 2005).

Aquivalente Auswirkungen hinsichtlich der Zelldifferenzierung kénnen bei der
Expression des Fusionsproteins PML/RARA bei der Translokation
(15;17)(922;912) beobachtet werden (Grisolano et al., 1997; He et al., 1997).
Weitere Klasse-lI-Mutationen sind HOX-Fusionsgene (Dash u. Gilliland, 2001),
MLL-Fusionsgene (Gilliland u. Griffin, 2002a), CEBPA-Mutationen (Pabst et al.,
2001) und sehr wahrscheinlich auch NPM1-Mutationen (D6hner, 2007).

Nach diesem Pathogenese-Modell der AML fuhrt nur die Koexistenz der beiden
Mutationsklassen zur Ausbildung einer AML. So konnte die funktionelle Interaktion
von einer Klasse-I-Mutation wie die FLT3-ITD mit einer Klasse-lI-Mutation wie dem
Fusionsgen RUNX1/RUNX1T1 an einem ,in vivo“ Mausmodell nachgewiesen
werden, da nur durch das gemeinsame Auftreten beider Mutationen eine aggres-
sive akute Leukamie induziert werden konnte, durch eine einzelne Mutation jedoch
nicht (Schessl et al., 2005).

Demnach werden Aberrationen, die einen Proliferationsvorteil und/ oder Uberle-
bensvorteil der Zellen verursachen, komplementiert von weiteren Veranderungen,
die eine normale Zelldifferenzierung verhindern und damit letztlich den Phanotyp
der AML bedingen (Dash u. Gilliland, 2001).

Die zunehmende Erforschung von molekulargenetischen Markern fuhrt nicht nur
zur besseren Risikostratifizierung der Patienten und somit zu besseren therapeuti-
schen Optionen und der Moglichkeit prognostischer Vorhersagen, sondern ermdg-

licht auch ein zunehmendes Verstandnis der Pathogenese dieser Erkrankung.
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1.6 Die Rezeptortyrosinkinase FLT3

Eine der haufigsten Mutationen mit prognostischer Bedeutung bei AML sind akti-
vierende Mutationen des FLT3-Gens, welches fir den FMS-like tyrosine kinase 3
(FLT3)-Rezeptor kodiert. Dieses Gen liegt auf Chromosom 13q12-q13 (Carow et
al., 1995) und besteht aus insgesamt 24 Exons, mit jeweils einer Grof3e zwischen
83 und 562 Basenpaaren (Abu-Duhier et al., 2001). Das gesamte Gen besteht auf
genomischer Ebene aus etwa 100 Kilobasenpaaren und kodiert fur ein Protein aus
993 Aminoséauren (Rosnet et al., 1991).

Der FLT3-Rezeptor, auch bekannt als fetal liver kinase 2 (FLK2) oder stem cell
kinase 1 (STK1), gehort zur Gruppe Il der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren. Diese
membrangebundenen Rezeptoren sind durch funf Immunglobulin-ahnliche Doma-
nen in der extrazellularen Region charakterisiert, eine transmembranare Doméane
(TMD), eine zytoplasmatische juxtamembrandre Domane (JMD) und eine
Tyrosinkinase-Doméane (TKD), welche durch ein Kinase-Insert (KI) in zwei Teile
(TK1 und TK2) geteilt ist (Agnes et al., 1994; Rosnet et al., 1991). Zur Gruppe der
Wachstumsfaktor-Rezeptoren zahlen neben FLT3 auch c-KIT (Rezeptor flr stem
cell factor), c-FMS (Rezeptor fir macrophage colony-stimulating factor) sowie
PDGFR (patelet derived growth factor receptor) A und B (Matthews et al., 1991).

Tyrosinkinase-Rezeptoren werden durch Bindung von Liganden aktiviert und wan-
deln extrazellulare Signale in intrazellulare um. Durch Bindung des FLT3-Liganden
(FL) an die extrazellulare Domé&ne kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors,
Stabilisierung der offenen Konformation des Rezeptors und anschlieBender Auto-
phosphorylierung intrazellularer Tyrosinreste (Turner et al., 1996). Dies fuhrt zur
Aktivierung der FLT3-Kinase und nachgeschalteter Signalwege Uber STAT5,
RAS/mitogen-activated-protein-kinase (MAPK) und Phosphatidylinositol-3-kinase
(PIBK)/AKT (Zhang et al., 2000). Dies resultiert in einer Zellproliferation und

-aktivierung.

Als  Kontrollmechanismus der Aktivierung steht die Funktion der
juxtamembranaren Domane zur Verfigung. Durch Tyrosin-Phosphatasen, welche
die Tyrosinreste in der JM-Domane wieder dephosphorylieren, kann diese Doma-

ne ihre autoinhibitorische Struktur annehmen. In dieser Konformation hemmt die
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JM-Domane wahrend der inaktiven Phase des Rezeptors die katalytische Funktion
der Kinasen-Domane (Griffith et al., 2004; Chan et al., 2003).

Der FLT3-Rezeptor wird tberwiegend in unreifen Zellen der Hamatopoese wie
CD34"-Zellen und lymphatischen Vorlauferzellen exprimiert, jedoch auch in Zellen
der Plazenta, der Gonaden und des Gehirns (Maroc et al., 1993). Er spielt eine
wichtige Rolle in der Hamatopoese und im Immunsystem. Neben der Stammzell-
proliferation und Aufrechterhaltung des Stammzellpools ist er bei der Differenzie-
rung von Zellen, sowohl der hamatopoetischen als auch der lymphatischen Reihe,
ein wichtiger Bestandteil (Christensen u. Weissman, 2001; Adolfsson et al., 2001,
Sitnicka et al., 2003). In der Untersuchung von McKenna et al. (2000) am Maus-
modell zeigte sich bei fehlendem FLT3-Liganden eine verminderte Hamatopoese
mit niedrigen hamatopoetischen Vorlauferzellen, niedrigen dentritischen Zellen
und niedrigen Killerzellen. Harada et al. (2007) konnten im in-vitro Zellkulturen-
system nachweisen, dass FLT3 mit seinem Liganden die Proliferation von CD34"-

Zellen sowie den Reifungsprozess von dendritischen Vorlauferzellen untersttitzt.

Zusammengefasst spielt der FLT3-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Regulation

der Proliferation, Differenzierung und Apoptose von hamatopoetischen Zellen.

1.7 FLT3 bei der AML

Neben der physiologischen FLT3-Expression auf hamatopoetischen Vorlauferzel-
len zeigen leukéamische Blasten eine hohe Expression von FLT3. So sind in meh-
reren Studien bei 70 bis 100% der AML-Patienten, B-ALL, einem Teil der T-ALL
und bei CML hohe Expressionslevel nachweisbar (Drexler, 1996; Rosnet et al.,
1996). Sowohl FLT3-RNA als auch FLT3-Protein waren in der Studie von Carow
et al. (1996) bei AML- und ALL-Patienten im Gegensatz zu gesundem Knochen-
mark erhoht. Die meisten der myeloischen Leukamiezellen zeigen entweder ver-
mehrt FLT3 oder FLT3-Ligand. Kuchenbauer et al. (Kuchenbauer et al., 2005) un-
tersuchten mittels ,Real Time PCR" FLT3 Transkriptions-Level. Hierbei konnte
eine hohe Expression von FLT3 bei AML-Patienten im Vergleich zu gesunden
Knochenmarkspendern nachgewiesen werden, die signifikant mit der Anzahl
myeloischer Blasten sowie der Leukozyten korrelierte.
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Da die Stimulation von FLT3 durch seinen Liganden auch zur Proliferation von
leukamischen Blasten fuhrt und zudem einen antiapoptotischen Effekt zeigt, spielt
FLT3 eine wichtige Rolle bei AML (Drexler, 1996), vor allem wenn Mutationen von
FLT3 die physiologische Funktion storen (Minden et al., 1996).

1.8 Interne Tandemduplikationen des FLT3-Rezeptors

Bei etwa 30% der Patienten mit AML lassen sich Mutationen des FLT3-Gens
nachweisen. Hierbei finden sich drei aktivierende Mutationen: interne Tandem-
Duplikationen des FLT3-Gens (FLT3-ITD) in 20 - 25% der erwachsenen AML-
Patienten, Punktmutationen in der Tyrosinkinase-Domane (FLT3-TKD) bei etwa
7% der AML-Patienten (Thiede et al.,, 2002) sowie Punktmutationen der
juxtamembranaren Domane in etwa 2% (FLT3-JM-PM) (Reindl et al., 2006).

FLT3-ITDs sind in-frame Duplikationen mit einer Grof3e von 3 bis Uber 400
Basenpaare, wobei die Duplikationen immer ein Vielfaches von drei Basenpaaren
darstellen (Abu-Duhier et al., 2000; Meshinchi et al., 2001). Diese befinden sich in
den Exons 14 und 15 des FLT3-Gens (Kiyoi et al., 1998). Bislang war man der
Ansicht, dass FLT3-ITDs ausschlie3lich in der JM-Domane inserieren, jedoch
konnte unsere Arbeitsgruppe und andere (Kayser et al. 2009; Breitenblcher et al.
2009) nachweisen, dass etwa 30% der ITDs aul3erhalb der JM-Domane inserie-
ren, und zwar Uberwiegend im Bl-Faltblatt der TKD1. Hierbei konnte unsere Ar-
beitsgruppe (Kayser et al., 2009) nachweisen, dass AML-Patienten mit einer ITD-
Insertionsstelle im B1-Faltblatt ein signifikant schlechteres rezidivireies und Ge-
samtiberleben aufweisen im Vergleich zu allen anderen Insertionsstellen. Brei-
tenblcher et al. (2009a) konnten nachweisen, dass eine Insertionsstelle aufRerhalb
der JM-Doméne zur Hoch-Regulation des anti-apoptotischen Proteins MCL1 fuhrt,

welches mdglicherweise zur Therapieresistenz beitragt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des FLT3-Rezeptors (Breitenbuecher et al., 2009b;
Kayser et al., 2009).

Einteilung in die 5 immunglobulin-dhnliche Doméanen mit ihren jeweiligen Untergliederungen;
ca. 30% der FLT3-ITD sind in der TK1-Domane lokalisiert.

Abkirzungen: AS = Aminosaure; JM = juxtamembranare Domane; Kl = Kinasen Insertion; NBL =
nucleotide binding loop; TK1 = Tyrosin-Kinasen-Domane 1; TK2 = Tyrosin-Kinasen-Domane 2;
TM = transmembranare Domane.

Eine FLT3-ITD fiihrt zu einer Anderung der Aminosaurensequenz und bedingt da-
durch eine Unterbrechung der Autoinhibition des Rezeptors (Griffith et al., 2004).
Hierdurch wird eine ligandenunabhangige Dimerisierung und Autophosphorylie-
rung erreicht und konsekutiv nachgeschaltete Signalkaskaden wie STATS5,
RAS/AKT und MAPK aktiviert (Choudhary et al., 2007; Kiyoi et al., 2002; Okamoto
et al., 2007; Tse et al., 2000). Hierbei scheint sich der Signaltransduktionsweg ei-
ner FLT3-ITD von demjenigen des FLT3-Wildtyps zu unterscheiden (Quentmeier
et al., 2003): Im Gegensatz zu mutierten FLT3-Zellen fihrte der FLT3-Ligand in
Wildtyp-Zellen nicht zur Phosphorilierung von STAT5. Choudhary und Mitarbeiter
konnten nachweisen (Choudhary et al., 2007), dass STAT5 ein direktes Ziel von
FLT3-ITD darstellt, unabhé&ngig von Kinasen aktiviert wird und diese Aktivierung
nicht durch SOCS1 (einem Jak Kinasen Inhibitor) gehemmt wird. FLT3-ITDs
scheinen hierbei STAT5 in gréRerem Ausmald als der Wildtyp zu aktivieren
(Rocnik et al., 2006), wobei bei der Aktivierung die Tyrosinreste der Aminosauren

an Position 589 und 591 eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. In einer Publika-
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tion von Vempati und Mitarbeiter fihrten dariiber hinaus FLT3-ITDs mit einer Dup-
likationen von Arginin der Aminosaurenposition 595 ebenfalls zur STAT5-AKkti-
vierung, sowie zum Wachstum von Ba/F3-Zellen. Diese finden sich bei 77% der
FLT3-ITD-positiven Patienten (Vempati et al., 2007).

Durch Aktivierung von STAT5 und RAS werden CD32-Zellen zu Wachstum und
Transformation angeregt (Mizuki et al., 2000). FLT3-ITDs fiihren ligandenunab-
hangig zu gesteigerter unkontrollierter Zellproliferation, fehlender Zelldifferenzie-
rung und fehlender Apoptose (Kelly et al., 2002).

Klinisch sind FLT3-ITD mit erhdhter Leukozyten- und Blastenzahl in Blut und Kno-
chenmark (Froéhling et al., 2002a) assoziiert und finden sich sowohl in Blasten als
auch in Stammzellen (Levis et al., 2005). Jedoch kann FLT3-ITD nicht in normalen
hamatopoetischen Zellen nachgewiesen werden. FLT3-ITDs treten hauptséchlich
bei der AML (insbesondere de novo AML) aber auch beim Myelodysplastischen
Syndrom und selten auch bei der ALL (Yokota et al., 1997; Fenaux, 2001) auf.

Weiterhin lassen sich FLT3-ITDs insbesondere bei Patienten mit einem normalen
Karyotyp nachweisen sowie bei der APL mit einer balancierten Translokation
t(15;17)(922;912) (Nakao et al., 1996; Kottaridis et al., 2001; Schnittger et al.,
2002). Die AML mit einem normalen Karyotyp ist mit einer unginstiger Prognose
assoziiert (Schlenk et al., 2008).

1.9 Prognostische Bedeutung der FLT3-ITD bei AML

In verschiedenen Publikationen konnte fir FLT3-ITD eine erhdhte Rezidivrate und
eine deutlich schlechtere Rate an progressionsfreiem Uberleben nachgewiesen
werden (Kiyoi et al., 1999; Rombouts et al., 2000; Abu-Duhier et al., 2000;
Kottaridis et al., 2001). In einigen Publikationen war dariiber hinaus auch ein signi-
fikant kirzeres Gesamtiuberleben (Fréhling et al.,, 2002a; Kottaridis et al., 2001)
nachweisbar. Ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der Prognose finden sich ebenfalls
in padiatrischen Studien (Iwai et al., 1999; Zwaan et al., 2003). Bei Patienten mit
einer FLT3-ITD und einem normalen Karyotyp lassen sich mdglicherweise weitere
Unterschiede im Hinblick auf die Prognose nachweisen. Unter anderem scheint
die Lange der FLT3-ITD eine Rolle hinsichtlich der Prognose zu spielen. In ver-
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schiedenen Publikationen werden hierzu jedoch kontroverse Ergebnisse diskutiert:
In einer Studie an 151 AML-Patienten konnte ein signifikant kiirzeres rezidivfreies
Uberleben (RFS) nachgewiesen werden, bei einer FLT3-ITD Lange von mehr als
40 Nukleotiden (Stirewalt et al., 2006). In zwei weiteren Untersuchungen konnte
hingegen ein signifikant besseres Uberleben fir langere FLT3-ITDs bzw. keine
prognostische Signifikanz nachgewiesen werden (Kusec et al., 2006; Ponziani et
al., 2006; Gale et al., 2008).

DarlUber hinaus scheint auch das Verhaltnis der Mutation zum Wildtyp von prog-
nostischer Bedeutung zu sein. Erste Hinweise hierzu lieferten im Jahre 2001
Kottaridis et al. und Whitman et. al. (Kottaridis et al., 2001; Whitman et al., 2001)
sowie Thiede et al. (Thiede et al. 2002). Letztere setzten 2002 mit ihren Untersu-
chungen einen Schwerpunkt auf die Quantifizierung und bekraftigten die Ergeb-
nisse der Arbeitsgruppen um Kottaridis und Whitman. Kottaridis et al. war eine der
ersten Arbeitsgruppen, welche sowohl die Anzahl als auch das Verhaltnis der Mu-
tation zum Wildtyp beschrieben. Sie zeigten, dass bei 23% der ITD positiven Pati-
enten mehr als eine Mutation nachgewiesen werden konnte, und die Anzahl der
Mutationen der wichtigste unabhangige Faktor fir die Remissionsrate und das
krankheitsfreie Uberleben und nach der Zytogenetik der zweitwichtigste Faktor fiir
das ereignisfreie Uberleben und Gesamtiberleben war. 10% der ITD-positiven
Patienten wiesen einen partiellen oder kompletten Verlust des Wildtyp-Allels auf.
Diesen Verlust konnten auch Whitman et al. (Whitman u. a., 2001) in 35% der
FLT-ITD-positiven Patienten nachweisen. Nach Einteilung der Patienten in drei
Gruppen anhand der Mutationsratio (Wildtyp, heterozygot, homozygot) wiesen
homozygote (hohe Mutationsratio) FLT3-ITD Patienten die schlechteste Prognose
mit einem schlechterem erkrankungsfreien Uberleben und schlechterem Gesamt-
Uberleben auf.

Ein Jahr spater konnten Thiede et al. (Thiede et al., 2002) in ihrer Studie an 979
Patienten (Alter < 60 Jahre) mit neu diagnostizierter AML (alle Karyotypen) mittels
GeneScan-Fragmentanalyse den Mutationslevel quantifizieren und die Bedeutung
der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio mit Hilfe eines cut-offs herausarbeiten. In ihrer Arbeit
verwiesen sie jedoch auf die Notwendigkeit, weitere Studien zur Beurteilung des
prognostischen Wertes der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio durchzufuhren. Als cut-off-

point wurde der Median der Ratio von Mutante zu Wildtyp definiert. Dieser lag bei
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0,78. Es wurde ein signifkant kirzeres Gesamtiberleben und krankheitsfreies
Uberleben bei Patienten mit einem FLT3-ITD/WT-Verhaltnis oberhalb einer Ratio
von 0,78 nachgewiesen. Desweiteren wurde bei weiterer Untergliederung (< 25.
Perzentile, zwischen 26. und 74. Perzentile und >75. Perzentile) gezeigt, dass mit
ansteigender Ratio die Prognose der Patienten schlechter wird.

Auch bei Gale et al. (2008) findet sich ein signifikanter Trend zur Verschlechterung
des krankheitsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens sowie des Rezidivrisikos
bei steigendem FLT3-ITD/Wildtyp-Verhaltnis. In der multivariaten Analyse war die
Ratio der FLT3-ITD sogar ein starkerer Prognosefaktor als der Karyotyp. Gale et
al. fuhrten ihre Untersuchungen wie Thiede et al. an AML-Patienten aller Karyo-
typen durch, definierten ihre Cut-offs jedoch different: hier wurden die 1425 Pati-
enten nicht anhand des Medians, sondern in drei Gruppen, namlich FLT3-ITD/WT
<25%, FLT3-ITD/WT 25-50% und FLT3-ITD/WT >50% fir die Analysen unterteilt.
Die Ergenisse waren jedoch beziglich des Einflusses des Mutante/Wildtyp-Levels

im Einklang.

Somit spielt nach heutigem Wissenstand nicht nur das Vorhandensein einer FLT3-

ITD, sondern auch die Menge des mutierten Allels eine Rolle.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

FLT3-ITDs sind sehr heterogen, was ihre Lange, das Verhaltnis der Mutation zum
Wildtyp, die Insertionsstelle sowie die Anzahl der einzelnen Klone pro Patient be-
trifft. Derzeit ist noch nicht geklart, ob die ungunstige Prognose einer FLT3-ITD
durch ihre reine Anwesenheit oder durch ihre biologischen Unterschiede oder

durch andere bislang nicht bekannte genetische Lasionen verursacht wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erwachsene AML-Patienten (im Alter
von 16 bis 60 Jahren) mit normalem Karyotyp aus den drei konsekutiven multi-
zentrischen Behandlungsstudien AML HD93, AML HD98-A und AMSG 07-04 der
AML-Studiengruppe (AMLSG) mit Hilfe molekulargenetischer Analysen auf interne
Tandemduplikationen des FLT3-Gens untersucht. Folgende Fragestellungen soll-

ten hierbei bearbeitet werden:
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Die Ermittlung der Inzidenz von FLT3-ITD bei der AML mit normalem Ka-
ryotyp.

Der Vergleich der beiden Methoden konventionelle PCR und GeneScan-
Analyse zur Detektion von FLT3-ITD Mutationen.

Die Quantifizierung des mutierten Allels bzw. die Bestimmung der Ratio aus

mutiertem Allel und Wildtyp-Allel.

Die Evaluation der prognostischen Bedeutung der Mutante/Wildtyp-Ratio.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien- und Gerateverzeichnis

Material

10x Blue Juice Gel loading buffer

10x Genetic Analyser Buffer mit EDTA

Agarose ROTI GAROSE

Aqua ad iniectabilia

DNAzol-Reagenz

Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR

Ethanol (70% / 100%)
Ethidiumbromidldsung
Foreward-Primer FLT3-11F
GeneScan-500 ROX Standard

Hi-Di Formamide

Hot Star Taq DNA Polymerase Kit
10x Puffer mit 15 mM MgCl,
5x Q-Solution

HPLC-Wasser (Li-Chrosolv Wasser)

Performance Optimized Polymer 6%

Ready-load 100bp DNA-ladder

Reverse-Primer FLT3-12R
RNAse A

-15 -

Hersteller

Invitrogen life technologies,
Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Carl Roth GmbH+CoKG, Karlsruhe
Braun, Melsungen

Gibco BRL, Gaithersburg, USA
GradRoche Diagnostics GmbH,
Penzberg

RdH, Seelze

Eurobio, Courtaboeuf, Frankreich
Thermo Electron GmbH, Ulm
Applied Biosystems, Foster City,
USA

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Invitrogen life technologies,
Karlsruhe

Thermo Electron GmbH, Ulm

Roche Diagnostics, Mannheim
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TAE-Puffer (1x) USB, Cleveland, USA

100% Essigsaure Roth, Karlsruhe

EDTA Merck, Darmstadt

Tris-Acetate USB, Cleveland, USA
Gerat / Computersoftware Hersteller
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems, Darmstadt
BioPhotometer 6131 Eppendorf, Hamburg
Blockthermosat digital Grant Instruments Ltd., Cambridge,

Grol3britannien
Computersoftware: Applied Biosystems, Foster City,
Data Collection Software USA

GeneScan Analysis 2.0.2 Software

SAS 6.12 SAS Institute Inc., Cary, USA
StatXact Cytel Software Corp., Cambridge
Electrophoresis Power Supply 301 Amersham pharmacia biotech
GeneAmp PCR System 2700 Applied Biosystems, Foster City,
USA
GeneGenius, Transilluminator 8000-Systems Syngene, USA
Mikrowelle Siemens, Munchen
MR 3002 Magnetrihrer Heidolph, Schwabach
Power Macintosh Computer 7500/100 Apple Computer, Ismaning
Thermomixer 5437 Eppendorf, Hamburg
Vortex Reax 1 Heidolph, Schwabach
Waage: Precisa 220M Oerlikon AG, Zirich, Schweiz
Zentrifuge: Biofuge fresco Heraeus Instruments, Osterode
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2.1.2 Patientenkollektiv und Therapie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwischen Januar 2008 und Februar 2010
264 DNA-Proben von Patienten mit AML und normalem Karyotyp im Alter von 16
bis 60 Jahren analysiert. Alle Patienten waren in einer der drei prospektiven multi-
zentrischen Phase-Il/1ll-Studien AML HD93 (n=8), AML HD98-A (n=86) oder der
AMLSG 07-04 (n=170) eingeschlossen und wurden im Rahmen der jeweiligen
Studie therapiert. Hiervon hatten 236 Patienten (89%) eine de novo AML,
9 Patienten (3%) eine s-AML nach einem myelodysplastischen Syndrom und
12 Patienten (4,5%) eine t-AML infolge der Behandlung eines Primarmalignoms.
Bei 7 Patienten lagen diesbezlglich keine Daten vor. Die Diagnose einer AML be-
ruhte in allen drei Studien auf morphologischen, zytochemischen und immunphé&-
notypischen Analysen. Diese wurden anhand der Kriterien der French-American-
British Cooperative Group (FAB) (Bennett et al., 1985) und ab 2004 anhand der
WHO-Kriterien (Vardiman et al., 2002) beurteilt.

Alle Patienten wurden Uber die Therapie, die jeweiligen Studienmodalitdten und
die Kryokonservierung ihrer Knochenmark- bzw. Blutproben aufgeklart und besta-
tigten schriftlich ihr Einverstandnis zur Studienteilnahme gemaR der Deklaration

von Helsinki.

Therapie

Bei allen drei Studien basierte die Therapie auf einer Doppelinduktionstherapie mit

nachfolgender risikoadaptierter Postremissionstherapie.

Im Rahmen der AML HD93 bestand die Doppelinduktionstherapie aus ICE
(Idarubicin 12 mg/m2 i.v. an Tag 1, 3 und 5; Cytosin-Arabinosid 100 mg/m?2 konti-
nuierlich i.v. an den Tagen 1 bis 7; Etoposid 100 mg/m2i.v. an den Tagen 1 bis 3).
Der Remissionsstatus wurde vor jedem neuen Therapiezyklus anhand einer
Knochenmarkspunktion erhoben. Bei Patienten in kompletter oder partieller Re-
mission wurde zwischen Tag 21 und 28 ein zweiter Zyklus ICE durchgefihrt. Pati-
enten mit einer refraktaren Erkrankung (keine Blastenreduktion <50% im Kno-
chenmark gegentber dem Ausgangswert, bzw. persistierende extramedullare Ma-
nifestationen) erhielten eine salvage Therapie mit einem Zyklus HAM wie unten

beschrieben. Nach Rekonstitution erhielten Patienten in kompletter Remission
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(CR; KMP: <5% Blasten) eine Konsolidierungstherapie mit HAM (Hochdosis-
Cytosin-Arabinosid 3 mg/m2 i.v. alle zwdlf Stunden von Tag 1 bis 3 und
Mitoxantron 12 mg/m? i.v. an Tag 2 und 3) sowie G-CSF (Granulozyten colony-
stimulating factor 5 pg/kg/d von Tag 5 bis maximal Tag 43). Im Anschluss erfolgte
eine risikoadaptierte intensivierte Konsolidierungstherapie nach zytogenetischem
Befund.

Patienten der zytogenetisch definierten niedrigen Risikogruppe Translokationen
t(8;21), t(15;17), t(16;16) und mit inv(16) sowie alle Patienten zwischen 55 und
60 Jahren erhielten einen zweiten Zyklus HAM. Der intermediaren Risikogruppe
(Patienten mit normalem Karyotyp) wurde bei Verfugbarkeit eines HLA-identen
Familienspenders allogenes Knochenmark transplantiert. Alternativ erfolgte ein
Zyklus mit S-HAM (Hochdosis-Cytosin-Arabinosid 3 mg/m? i.v. alle zw6lf Stunden
an Tag 1, 2, 8 und 9, Mitoxantron 10 mg/m2 an Tag 3, 4, 10 und 11). Patienten der
Hoch-Risikogruppe (alle anderen numerischen und strukturellen Chromosomen-
aberrationen) wurden bei Verfligbarkeit eines passenden Spenders so frih wie

maglich einer allogenen oder autologen Knochenmarkstransplantation unterzogen.

AML HD98-A: Patienten dieser Studie erhielten wie in der Studie AML HD93 zwei
Induktionszyklen ICE und die erste Konsolidierungstherapie mit HAM. Im Folgen-
den unterschied sich die Therapie im Gegensatz zu AML HD93: Zur intermediare
Risikoruppe zahlten neben Patienten mit normalem Karyotyp auch Patienten mit
inv(16), t(v;11)(v;g23) und anderen Aberrationen. Patienten mit normalem Karyo-
typ bekamen randomisiert entweder einen Zyklus HAM oder eine autologe
Stammezelltransplantation nach myeloablativer Therapie (Ganzkorperbestrahlung /
Cyclophosphamid oder Busulfan / Cyclophosphamid). Bei HLA-identischem Spen-
der wurde eine allogene Knochenmarkstransplantation angestrebt. Lag kein nor-
maler Karyotyp vor, wurde den Patienten entweder allogen oder autolog Kno-
chenmark transplantiert. Zur Hoch-Risikoruppe zéhlten hier abn(3q), -5/5q9-, -7/79-,
abn(12p), abn(17p) und komplexe Karyotypen. Bei diesen Patienten war eine

allogene Knochenmarkstransplantation intendiert.

AMLSG 07-04: Auch in dieser Studie erhielten alle Patienten zunachst randomi-
siert eine Doppelinduktionstherapie mit entweder ICE (ldarubicin 12 mg/m? i.v. an
Tag eins, drei und finf, Cytarabin 100 mg/m2 kontinuierlich i.v. von Tag 1 bis 7,
Etoposid 100 mg/m2 i.v. von Tag 1 bis 3) oder ICE mit ATRA (zusatzlich All-trans-
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Retinsaure 45 mg/m2 p.o. an Tag 6 bis 8 und ATRA 15 mg/m2 p.o. an Tag 9 bis
21). Patienten mit einer CR, CRi oder PR nach dem ersten Zyklus starteten mit
dem zweiten Induktionszyklus ICE bzw. ICE mit ATRA (jedoch Idarubicin 12
mg/m2 nur an Tag 1 und 3) zwischen Tag 22 und 29. Lag kein Ansprechen auf den
ersten Therapiezyklus vor, wurden die Patienten zur Hoch-Risikogruppe gezahit
und wie diese behandelt. Zwischen Tag 36 und 42 begann die Konsolidierungs-
therapie nach erneuter Evaluation des Therapieansprechens im Knochenmark.
Patienten mit niedrigem Risiko (1(8;21), inv(16)/t(16;16)), molekularem Nachweis
von RUNX1-CBFA2T1 oder CBFRR-MYH11, sowie normalem Karyotyp mit NPM1-
Mutation ohne Nachweis einer FLT3-ITD) erhielten je nach Kohorte und
Randomisation drei Konsolidierungszyklen. Kohorte I: Cytarabin 3g/m? 2x/Tag i.v.
an Tag 1, 3 und 5; Pedgfilgrastim 6 mg s.c. an Tag zehn und je nach
Randomisation zusatzlich ATRA 15 mg/m2 p.o. von Tag 6 bis 21 und
Valproinsaure p.o. mit Zielplasmaspiegel von 100 mg/l. Kohorte II: Cytarabin 3g/m?
2x/Tag i.v. an Tag 1, 2 und 3; Pedfilgrastm 6 mg an Tag 8 und nach
Randomisation zusétzlich ATRA 15 mg/m? p.o. von Tag 4 bis 21. Bei Hochrisiko-
Patienten mit RD, abn(3q), -5/59-, -7/7g-, abn(12p), abn(17p), komplexem Karyo-
typ (mehr als drei chromosomale Aberrationen) oder FLT3-ITD war eine allogene
oder autologe Knochenmarkstransplantation intendiert. Alle anderen Patienten
wurden zu der intermediaren Risikogruppe gezahlt. Bei diesen wurde eine
allogene Knochenmarkstransplantation vom HLA-identen Familienspender ange-
strebt oder alternativ eine Behandlung mit den oben beschriebenen Konsolidie-

rungszyklen.
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2.1.3 Zytogenetische und molekulargenetische Charakterisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlief3lich Patienten mit normalem Karyotyp
auf das Vorhandensein von FLT3-ITD analysiert. Die zytogenetischen und mole-
kulargenetischen Untersuchungen wurden in einem der beiden zentralen Refe-
renzlaboren der AMLSG durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt der Diagnose wurden hierfur
heparinisierte  KM-und PB-Proben von den Patienten entnommen und zur
zytogenetischen und molekularen Diagnostik von den teilnehmenden Zentren zu
den zentralen Referenzlaboren versandt. Im Rahmen der beiden Studien AML
HD93 und AML HD98-A wurden die Analysen im zentralen Referenzlabor der
AMLSG Ulm durchgefuhrt. Bei der AMLSG 07-04 erfolgten die zytogenetischen
und molekulargenetischen Analysen zusatzlich in der Medizinischen Hochschule

Hannover.

Der Karyotyp wurde anhand der konventionellen Chromosomenbanderung be-
stimmt und vorhandene Chromosomenaberrationen nach den Richtlinien des In-
ternational System for Cytogenetic Nomenclature (ISCN; (Mitelman, 1995)) be-
schrieben. Ergéanzend zur zytogenetischen Analyse wurden molekularzytogene-
tische Analysen mittels ,Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung“ (FISH; (Frohling et al.,
2002b)) mit spezifischen Sonden zur Detektion der wichtigsten Chromosomenab-
errationen, Western-Blot-Analysen sowie Polymerase-Kettenreaktion und Fre-
guenzanalysen durchgefihrt.

Molekulargenetisch wurden alle Proben auf aktivierende FLT3-Mutationen (ITD
und TKD) sowie auf Mutationen des NPM1-Gens untersucht (Déhner et al., 2005).

2.1.4 Materialgewinnung

Alle Proben wurden zum Zeitpunkt der Diagnose vor Beginn der Chemotherapie
entnommen. Knochenmark- (KM-) Proben wurden durch Punktion des Becken-
kamms und Proben aus peripherem Blut (PB) durch Venenpunktion gewonnen.
Unmittelbar nach der Probenentnahme wurden diese mit Heparin-Natrium versetzt
(im Verhaltnis Heparin-Natrium : KM 1:10 bzw. Heparin-Natrium : Blut 1:20). Zur
Selektion mononuklearer Zellen fur molekulargenetische Analysen wurde eine
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefuhrt. Zur Aufbewahrung der Proben wur-

den diese bei -80 °C eingefroren.
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Extraktion

Um eine Untersuchung der Patientenproben durchzufiihren, musste zunachst eine
Isolierung der DNA aus den mononuklearen Zellpellets aus KM- bzw. PB-Proben
erfolgen. Die bei -80 °C gelagerten Proben wurden aufgetaut und mit 2 ml
DNAzol-Reagenz (Gibco BRL, Gaithersburg, USA) vermischt, um das Pellet zu
l6sen und Zellwandbestandteile zu lysieren. Mit 2 ml 100% Alkohol (RdH, Seelze)
wurde die DNA ausgeféllt und die kondensierte DNA vorsichtig in 2-ml-Tubes
pipettiert. Darauf wurde die Probe 15 min (Biofuge fresco, Heraeus Instruments,
Osterode) bei 4 °C und 13.000 U/min zentrifugiert, wodurch sich die DNA am Bo-
den des Tubes ablagerte. Der Uberstand wurde dekantiert, das Sediment zweima-
lig mit 1 ml 70% Alkohol gewaschen sowie 10 min bei 13.000 U/min zentrifugiert.
Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur und offenem Deckel wurde
das nun getrocknete Pellet in ca. 200 pl destilliertem Wasser (Aqua ad iniectabilia,
Braun, Melsungen) resuspendiert und tdber Nacht im Thermomixer (Thermomixer
5437, Eppendorf, Hamburg) bei 37 °C und leichtem Schitteln inkubiert. Am fol-
genden Tag wurden die Proben kurz zentrifugiert und anschlie3end gepoolt, um

maoglichst viel geléste DNA zu erhalten.

Um die Reinheit der Proben zu sichern, wurde 5 pl RNAse A (Roche Diagnostics,
Mannheim) zugegeben und unter Abdeckung durch eine Alufolie 30 min auf dem
Thermomixer bei 37 °C inkubiert, anschlieRend kurz zentrifugiert und die Absorpti-
on mit Hilfe eines Photometers (BioPhotometer 6131, Eppendorf, Hamburg) ge-
messen. Hierfir wurden 3 ul Probe mit 67 pl destilliertem Wasser verdinnt und
nach Eichung des Photometers mittels destillierten Wassers gemessen. Als Mal3
der Reinheit diente die Relation von OD 260/ OD 280 (optical density fir DNA von
260 nm und RNA von 280 nm), wobei Werte zwischen 1,50 und 2,37 auftraten.
Zur Messung der DNA-Konzentration wurde die OD 260 herangezogen mit Werten

zwischen 0,014 pg/ul und 3,21 pl/pl.

Bis zum weiteren Gebrauch wurden die Proben bei -20 °C eingefroren.
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2.2.2 Nachweis interner Tandemduplikationen mittels konventioneller
PCR
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient der raschen in-vitro Vervielfaltigung
von geringen Mengen spezifischer DNA (Mullis et al., 1992). Einer thermostabilen
DNA-Polymerase / Tag-Polymerase, (Saiki et al., 1988) werden als Ansatzpunkte
(Primer) fur die Synthese zwei flr das interessierende Gen spezifische
Oligonukleotide angeboten. In sich wiederholenden Zyklen von DNA-
Denaturierung, Primer-DNA-Bindung und DNA-Kettenelongation wird die zwischen
den beiden Primern liegende Sequenz in Gegenwart der thermostabilen DNA-
Polymerase und der DNA-Vorstufen (die vier Desoxynucleotidtriphosphate dATP,
dCTP, dGTP und dTTP) exponentiell amplifiziert. Hierbei erfolgt die Vermehrung
bei der ublichen Zyklenzahl von 30 etwa milliardenfach. In dieser Arbeit fand die
PCR zwei Anwendungsbereiche. Zum einen diente sie dem Nachweis von inter-
nen Tandemduplikationen (ITD) des FLT3-Gens auf konventionelle Weise, zum
anderen wurden die PCR-Produkte in die anschlieRende GeneScan eingesetzt
(siehe 2.2.4).

Das FLT3-Gen wurde mittels PCR und der dabei verwendeten Oligonukleotid-

Primer 11F und 12R nach Angaben von Kiyoi et al. (1997) vervielfaltigt.
DNA-Proben dienten als Template fir die PCR.
Der PCR-Ansatz enthielt:

e 5 ul 10x PCR-Puffer (Qiagen, Hilden)

e 15 mM MgCl, (Qiagen, Hilden),

e 10 pl 5x Q-Solution (Qiagen, Hilden) zur Verbesserung des Schmelzverhal-
tens der DNA,

e 0,5 pl 10 mM dNTP mit jeweils 10 ul von dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade, Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg),

e je 1 pl forward und reverse Primer (in einer Konzentration von 10 pmol/ul),

e 2,5 U HotStar Taq DNA Polymerase (Qiagen, Hilden) und

e 32 pl Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen).
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Als Primer wurden der Foreward-Primer FLT3-11 F (Thermo Electron GmbH, Ulm)
und der Reverse-Primer FLT3-12R (Thermo Electron GmbH, Ulm) eingesetzt:

e 11 F: 5-GCAATT TAG GTA AAG CCA GC-3
e 12R: 5-CTTTCAGCATTT TGA CGG CC-3

Um eine Kontamination des PCR-Ansatzes durch DNA ausschlie3en zu kdnnen,
wurde bei jeder PCR-Reaktion eine Negativkontrolle mitgefuihrt, die alle Reagen-

zien enthielt jedoch ohne DNA-Template.

Die PCR wurde anhand des GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) durchgefihrt:

Tabelle 2: Ablauf der Polymerase-Ketten-Reaktion

Reaktionsschritt T[(Eggiirsg]" [Miiﬁitten]
Initiale Denaturierung 95 10
Denaturierung 95 1
Annealing 56 1 35 Zyklen
Extension 72 1
Finaler Syntheseschritt 72 10
Abkuhlung 4 o0

Nach Abkiuhlung auf 4 °C konnten die PCR-Produkte mittels Gel-Elektrophorese

aufgetrennt und anschlieend sichtbar gemacht werden.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die mit Hilfe der PCR vervielfaltigte DNA wurde mittels Gel-Elektrophorese aufge-
trennt. Hierbei wanderten die Nukleinsauren aufgrund ihrer negativ geladenen

Phosphatgruppen im elektrischen Feld auf die positive Elektrode zu.

Auf ein 4% Agarose-Gel wurden jeweils 10 pl der PCR-Produkte mit 2 pl Gel
Loading Buffer (10x BlueJuice, Invitrogen life technologies, Karlsruhe) neben ei-
nem 100 Basenpaaren-Langenstandard (Ready-load, Invitrogen life technologies,
Karlsruhe) aufgetragen. Das Gel wurde durch Aufkochen (2 min bei 900 W in der
Mikrowelle der Firma Siemens, Minchen) von 16 g Agarose (ROTI GAROSE, Carl
Roth GmbH+CoKG, Karlsruhe) in 400 ml 1x TEA-Puffer (Tris-Puffer, USB, Cleve-
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land, USA, mit EDTA, Merck, Darmstadt, und Essigsaure, Roth, Karlruhe) und an-
schlieBendem Abkuhlen zunachst auf einem Magnetrihrer (MR 3002, Heidolph,
Schwabach) und schlie3lich im Kammerschlitten hergestellt. Die elektrophoreti-
sche Auftrennung wurde in einer mit 1x TAE-Puffer geflllten
Elektrophoresekammer (Electrophoresis Power Supply 301, Amersham pharmacia
biotech) fur 3,5 h bei 150 V und 500 mA durchgefiihrt. Nach anschlieRender ca.
20-minutiger Farbung in Ethidiumbromidlésung (Eurobio, Courtaboeuf, Frankreich)
konnte die Bandenanordnung der DNA-Fragmente mittels UV-Licht auf einem
Transilluminator (Gene Genius, Syngene, USA, Bio Imaging System) sichtbar ge-
macht werden: das sich in die DNA eingelagerte Ethidiumbromid wurde durch das
UV-Licht zur Emmission von Fluoreszenzstrahlung angeregt. Zur Dokumentation

wurde das hierbei gewonnene Bild fotografiert.
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Patientenproben 1-9

bp-L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 N  bp-L
A) ;
329 bp
Patientenproben 10-18
B) bp-L 10 11 12 13 14 15 16 17 18 N bp-L
329 bp

Abbildung 3: Beispiele fur Gelelektrophoresen

Ein in zwei Reihen aufgetragenes Gelbild gelelektrophoretisch separierter DNA-Fragmente
nach der Polymerase-Kettenreaktion. Hierbei stellt sich bei allen 18 Patientenproben in Hohe
von 329 bp der Wildtyp dar (untere Bande durch die Pfeile markiert). Die dartiberliegenden Banden
(mit * markiert) enthalten entweder die reinen FLT3-ITDs oder Heteroduplices aus einer FLT3-ITD
mit dem Wildtyp. Flankierend ist der 100 bp-Langenstandard dargestellt.

Abkirzungen: bp = Basenpaare; FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-related tyrosine
kinase 3-Gens; 100bp-L. = 100 Basenpaar-Langenstandard; N = Negativkontrolle.

2.2.4 Nachweis von internen Tandemduplikationen mittels GeneScan-
Analyse

Die mittels konventioneller PCR-Analysen gewonnenen Ergebnisse sollten auf ihre

Sensitivitat im Vergleich zu den Ergebnissen anhand der GeneScan-Analysen

verglichen werden.

Wahrend die Sensitivitdt der konventionellen PCR etwa 0,05 betragt, weist die
Analyse mittels GeneScan eine Sensitivitdt von 0,02 bis 0,01 auf (basierend auf
Verdunnungsreihen). Mogliche Grinde hierfur sind, dass bei Vorhandensein von
verschiedenen kleinen FLT3-ITD-Klonen bei einem Patienten das konventionelle
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Gel die einzelnen FLT3-ITD-Fragmente nicht auftrennen kann. Bei einer FLT3-ITD

mit groRer Basenpaarlange stellt das Hauptproblem eine ineffiziente PCR dar.

FLT3-ITD Gene Scan PCR

Vor der Untersuchung mittels GeneScan musste ebenfalls eine PCR durchgefuhrt
werden, um genigend Kopien des DNA-Fragments zu erhalten. Fiur die Gene-
Scan-Analyse wurde die DNA-Konzentration der Proben, wie in 2.1.1 beschrieben,
bestimmt und die Proben auf eine Konzentration von 5 ng mit destilliertem Wasser
verdunnt. Im 50 pl PCR-Ansatz befanden sich 1 pl 5 ng DNA-Template und der
wie in 2.2.3 beschriebene HotStar Taq Polymerase Mix. Jedoch musste in dieser
PCR-Reaktion der Reverse-Primer 12R fir die anschlieBende Detektion mittels
GeneScan am 5°-Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff versehen sein, um die
erwinschten DNA-Fragmente zu markieren. Hier kam 6-FAM (6-carboxy-
fluorescein), ein Fluoreszenz-Amidit mit der Kennfarbe Blau, das ein Absorptions-
maximum von 519 nm und einem Emissionsmaximum von 539 nm besitzt, zum

Einsatz.

12R: 5-CTT TCAGCATTT TGA CGG CC-3
5": 6-FAM

Nach dem in 2.2.3 beschriebenen PCR-Protokoll wurde die Reaktion durchgefiihrt
und die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt, um den Erfolg der PCR
zu uberprufen. Als Gel wurde ein 2% Agarose-Gel (2g Agarose in 100 ml 1x TEA-
Puffer) verwendet. Die Elektrophoresedauer betrug 45 bis 60 min bei 100 V und
300 mA. Nach Farbung mit Ethidiumbromid erfolgte die Detektion unter UV-Licht.

Gene Scan-Analyse

Nach Detektion von PCR-Produkten konnten diese fir die GeneScan-Analyse
vorbereitet werden. Ziel dieser Analysemethode waren der Nachweis, die Grof3en-
bestimmung und die Bestimmung der FLT3-ITD Ratio.

Hierbei wurden je nach Bandenintensitat 1 bis 4 pl PCR-Produkt mit 1 ul Gene-
Scan-500 ROX Standard (Applied Biosystems, Foster City, USA) und 23 pl Hi-Di
Formamide (Applied Biosystems, Foster City, USA) zur Denaturierung versetzt.
Nach Denaturierung auf einem Heizblock (Blockthermosat digital, Grant Instru-
ments Ltd, Cambridge, Grof3britannien) fir 2 min bei 95 °C und anschliel3endem
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Abkuhlen auf Eis wurden die Proben in den ABI PRISM 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems, Darmstadt) platziert.

Der ABI PRISM 310 ist ein durch einen Mikroprozessor gesteuertes Kapillar-
Elektrophorese-Fluoreszenz-Detektions-System, mit dem Fluoreszenz markierte
DNA detektiert, deren Fragmentlange bestimmt und quantifiziert werden kann.
Nach Start der Fragmentanalyse wurden die Proben automatisch durch den
Autosampler zu einer Glaskapillare, die mit einem spezifischen Polymer (Perfor-
mance Optimized Polymer 6% (POP-6), Applied Biosystems, Foster City, USA)
gefullt ist, transferiert. Am selben Kapillarende befand sich die Kathode des Sys-
tems, am gegeniuberliegenden Ende die Anode, eingetaucht in
Elektrophoresepuffer (10x Genetic Analyser Buffer mit EDTA, Applied Biosystems,
Foster City, USA, verdinnt mit HPLC-Wasser, Merck, Darmstadt, Verdinnung:
1:10). Es folgte die sog. elektrokinetische Injektion: Durch Anlegen einer Span-
nung fur 20 bis 30 s zwischen Kathode und Anode wurde ein Teil der Probe in die
Kapillare injiziert. Anschliel3end wurde das Kathoden-Ende der Kapillare in Puffer
getaucht, um mit der Auftrennung fortzufahren. Durch erneutes Anlegen von
Spannung wurden die denaturierten DNA-Fragmente elektrophoretisch aufge-
trennt, indem die negativ geladenen DNA-Fragmente in Richtung Anode mit dem
Polymer in Interaktion traten und der Grof3e nach selektiert wurden. Die Auftren-
nung erfolgte unter konstanten Elektrophoresebedingungen: Spannung von 15,0
KV, Laufzeit von 60 min und konstanter Temperatur. Die Temperatur von 60 °C

wurde gewahrleistet, indem die Kapillare einer Heizplatte anlag.

Als Detektionssystem kurz vor Ende der Kapillare befand sich ein 10 mW Argon-
lonen-Laser mit Hauptemissionen bei 488 nm und 514,5 nm. Der durch Spiegel
auf das Trennsystem gerichtete Laser regte die durch den Laserstrahl laufenden
6-FAM-markierten DNA-Fragmente zur Aussendung von Fluoreszenzstrahlung an.
Diese wurde nach Fokussierung durch eine Linse und anschlieRender prismati-
scher Aufspaltung mittels eines Hohlspiegels mit einer CCD-Kamera (charge-
couplet device) detektiert.

Die Rohdaten wurden zunachst mit der Data Collection Software (Applied Biosys-
tems, Foster City, USA) gespeichert und anschlieBend mit der GeneScan Analysis
2.0.2 Software (Applied Biosystems, Foster City, USA) auf einem Power Macin-
tosh Computer (7500/100 Apple Computer, Ismaning) analysiert, graphisch darge-
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stellt und gespeichert. Die Lange der DNA-Fragmente konnte anhand des in jeder
Probe mitlaufenden Standards GeneScan-500 ROX analysiert werden: Jedes
Fragment wird mit dem Standard verglichen zu dem Zeitpunkt, an dem es den La-
ser erreicht. Die Intensitat der Fluoreszenzstrahlung gab Auskunft tber die Quanti-
tat. In der graphischen Darstellung der erhaltenen Daten konnte die Lange durch
die Position und die Quantitat durch Berechnung der ,area under the curve“ (AUC)
(Hohe, Breite und Flache der Mutations-Peaks im Verhaltnis zum Wildtyp-Peak)
abgelesen werden. Zur Berechnung der Lange der einzelnen ITD wurde die von
GeneScan ermittelte Basenpaar-Anzahl des Wildtyp-Peaks von der Basenpaar-

Anzahl des Mutations-Peaks subtrahiert.

Bei Proben, die im GeneScan eine interne Tandemduplikation aufwiesen, jedoch
nicht in der konventionellen PCR, wurden zur Verifizierung der Analyse beide Ver-
fahren wiederholt (PCR und Analyse auf ABI PRISM 310 Genetic Analyser).

Fragmentlange (bp)

275 325 375 425 475

2800+
2400:
2000
1600

1200+

Fluoreszenzintensitat

800

400

WT —Peak FLT3-ITD Peak FLT3-ITD Peak
bei 329 bp bei 332 bp bei 423 bp

Abbildung 4: Beispiel einer GeneScan-Darstellung

Neben dem Wildtyp-Peak bei 329 Basenpaaren sind zwei FLT3-ITD-Peaks mit 332 und 423
Basenpaaren dargestellt.

Blau: Patientenprobe, rot: Langenstandard

Abkirzungen: bp = Basenpaare; FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-related tyrosine
kinase 3-Gens; WT = Wildtyp.
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2.2.5 Konventioneller PCR-Nachweis bei diskrepanten Proben

Bei diskrepanten Befunden zwischen GeneScan und konventioneller PCR wurde
zur Verifizierung auch die konventionelle PCR wiederholt. Hierfir wurde jedoch
der DNA-Gehalt der Probe fur die PCR standardisiert, d.h., jede Probe wurde mit
destilliertem Wasser auf eine DNA-Konzentration von 100 pg/pl verdinnt. Die
PCR erfolgte nach dem in 2.2.2 beschriebenen Protokoll mit denselben Reagenzi-

en.

AnschlieRend erfolgte die Gel-Elektrophorese bei 150 V tber 3,5 h und Féarbung in
Ethidiumbromid, um das spezifische Bandenmuster des FLT3-Wildtyps sowie von
FLT3-ITD Uberprifen zu kénnen (siehe 2.2.3).

2.2.6 Statistische Analyse

Definitionen zur Beurteilung des Behandlungsergebnisses

Zur Remissionskontrolle wurde nach jedem Therapiezyklus eine Knochenmark-
punktion durchgefihrt und nach internationalen Richtlinien (Cheson et al., 2003)
beurteilt. Eine komplette Remission (CR) lag vor bei einem Blastenanteil im Kno-
chenmark von unter 5% und fehlendem Nachweis einer extramedullaren Manifes-
tation der AML. Im peripheren Blut durften keine myeloischen Blasten nachweis-
bar sein und es musste sich eine Regeneration der Hamatopoese mit Thrombozy-
ten > 100.000/ul und Neutrophile > 1.000/ul (bzw. Granulozyten > 1.500/ul) zei-
gen. Bei fehlendem Nachweis einer vollstdandigen Regeneration der Hamatopoese
wurde dies als eine CR mit inkompletter hamatopoetischer Regeneration (CRI)
beurteilt. Eine partielle Remission (PR) lag vor, wenn im Knochenmark zwischen
5% und 25% myeloische Blasten nachweisbar waren oder sich bei initialen Werten
myeloischer Blasten von 20% bis 49% eine Reduktion mindestens um 50% zeigte.
Weitere Bedingungen waren die Ruckbildung einer initial nachweisbaren extra-
medullaren Manifestation, Regeneration der Hamatopoese und Fehlen einer trans-
fusionsbedurftigen Anamie. Eine fehlende CR, CRi oder PR zeigte ein Nicht-
Ansprechen auf die Therapie und wurde als refraktdre AML (RD) bezeichnet.
Ebenfalls zum Therapieversagen zéhlten der Frihtodesfall (ED, Tod wéhrend der
Chemotherapie oder spatestens sieben Tage nach Abschluss der Therapie) und
der hypoplastische Todesfall (Tod spater als sieben Tage nach Abschluss der

Chemotherapie ohne Regeneration der Hamatopoese). Als rezidivfreies Uberle-
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ben wurde der Zeitraum zwischen dem Datum der CR und dem Auftreten eines
Rezidivs oder Tod des Patienten bezeichnet, wobei unter einem Rezidiv der
Nachweis von uber 10% Blasten im Knochenmark oder das Auftreten einer
extramedullaren Manifestation verstanden wurde. Das Gesamtiberleben ent-
sprach der Anzahl von Tagen zwischen Einschluss in die Studie und Tod des Pa-

tienten.

Statistische Verfahren

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die FLT3-Mutationsanalyse im Rahmen
experimenteller Untersuchungen. Um die statistische Aussagekraft zu erhdhen,
wurden die Ergebnisse dieser Untersuchung (n=264) durch Ergebnisse einer Vor-
lauferstudie erweitert. Diese Gesamtergebnisse (n=598) wurden dann mit den Kli-
nischen Daten korreliert.

Durchgefihrt wurde die Auswertung computergestitzt von der statistischen Abtei-
lung der AMLSG-Studienzentrale in Ulm mit Hilfe der statistischen Programmpa-
kete SAS 6.12 (SAS Institute Inc., Cary, USA) und StatXact (Cytel Software Corp.,
Cambridge, USA).

Die mediane Nachbeobachtungszeit wurde nach der Methode von Korn (1986)
berechnet. Beim Vergleich der unterschiedlichen Gruppen spielten die Charakte-
ristika bei Diagnosestellung eine Rolle. Qualitative Merkmale wurden mittels Fis-
her-exakt-Test verglichen, wahrend der Vergleich quantitativer Variablen mit der
Kruskal-Wallis-Analyse (Kruskal u. Wallis, 1952) erfolgte. P-Werte kleiner 0,05
galten als signifikant. Bei signifikanten Werten im Vergleich der Gruppen schlos-
sen sich paarweise Vergleiche an. Diese Paarvergleiche qualitativer und quantita-
tiver Variablen erfolgten anhand der Methoden des Fisher-exakt-Tests bzw.
Wilcoxon-Rangsummentests (Wilcoxon, 1945). Als Signifikanzniveau fur die Be-
rechnung von aufgetretenen Signifikanzunterschieden in den Paarvergleichen
wurde a=0,05/¢=0,0163 festgelegt. Das Gesamtuberleben und die Remissions-
dauer wurden als Kurven entsprechend der Methode nach Kaplan u. Meier (1958)
analysiert und dargestellt. Zur Analyse von Unterschieden zwischen den Kaplan-
Meier-Kurven wurde der Lorank-Test herangezogen (Mantel u. Haenzel, 1959).
Der Einfluss prognostischer Marker auf die Remissionsdauer und das Gesamt-
Uberleben wurde anhand des Regressionsmodells nach Cox untersucht (Cox,

1972). Hierbei galten fur die Berechnung folgende mdgliche Prognosefaktoren:
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Neben dem Vorhandensein von Mutationen wie FLT3-ITD z&hlten Alter des Pati-
enten in Zehnjahresschritten, Zunahme der Leukozytenzahl im Blut bei Diagnose-
stellung in Schritten von je 50.000/ul und der Laktatdehydrogenase-Spiegel; wobei
fur die Remissionsdauer das Regressionsmodell zusatzlich das Ansprechen auf
den ersten Zyklus der Induktionstherapie beinhaltete. Als weitere Variable wurde
die Studienzugehdrigkeit in das Regressionsmodell einbezogen, um studienspezi-
fische Einflusse der finf unterschiedlichen Studien auf die Remissionsdauer und
das Gesamtuberleben zu berlcksichtigen.

Die Dokumentation der klinischen Daten wurde im Rahmen der AML-Studien-
gruppe zentral in der Studienzentrale der Klinik fir Innere Medizin Il durchgefihrt,
die statistischen Analysen zur Evaluation der prognostischen Bedeutung der un-
terschiedlichen FLT3-ITD Insertionsstellen erfolgten durch Herrn PD Dr. Schlenk,

Leiter der Studienzentrale.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 1754 Patienten in die drei multizentrischen Studien AML HD93,
AML HD98-A und AMLSG 07-04 bis 31.12. 2006 eingeschlossen. Bei 1719 Pati-
enten konnte ein zytogenetischer Befund erstellt werden; hiervon lie3 sich bei

741 Patienten ein normaler Karyotyp nachweisen.

Klinische und molekulargenetische Daten waren in 598 der 741 Patienten verfug-
bar. In der vorliegenden Arbeit wurden 264 von 598 AML-Patienten mit einem

normalen Karyotyp auf eine FLT3-ITD analysiert.

Gesamt
n= 1I754
[
Zytogenetikvorhanden: Zytogenetiknichtvorhanden:
n=1719 n=35
Normaler Karyotyp: Kein Normaler Karyotyp:
n=741 n=978
FLT3-ITD untersucht FLT3ITD nichtuntersucht
n=598 n=143
Im Rahmen dieser Arbeit In einer Vortauferstudie
analysiert (Genescan): analysiert
n= 264 n=334
FLT3-TD Genescan WT FLT34TD Genescan FLT3-TD Genescan
<0519 >0519
n=176 n=47 n=41

Abbildung 5: Schaubild zur Auswahl des Patientenkollektivs
Abkurzungen: 0,519 = Ratio Mutatante/Wildtyp; FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-
related tyrosine kinase 3-Gens; n = Anzahl; WT = Wildtyp.
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Die fUr die statistische Auswertung vorliegende Gesamt-Kohorte von 598 Patien-

tenproben setzte sich wie in der Vierfelder-Tafel (Tabelle 3) dargestellt zusammen:

Tabelle 3: Vierfelder-Tafel zur Darstellung der Kohorten-Zusammensetzung

Studie Aktuelle Daten Vorlauferdaten Summe
AML HD93 8 82 90
AML HD98-A 86 244 330
AMLSG 07-04 170 8 178
Summe 264 334 598

Im Rahmen der AMLSG 07-04-Studie wurden nur Patienten in die statistischen
Analysen einbezogen, die vor dem 31.12.2006 randomisiert worden waren, um

eine ausreichende follow-up Zeit gewahrleisten zu kdnnen.

3.1 Nachweis einer FLT3-ITD anhand der GeneScan Analyse

Mittels GeneScan-Analyse konnte bei 88 der 264 Patienten (33%) eine FLT3-ITD
detektiert werden. Mittels konventioneller PCR konnte nur bei 85 Patienten (32%)

eine FLT3-ITD nachgewiesen werden.

3.2  Sensitivitatsvergleich der GeneScan-Analyse mit der kon-
ventionellen PCR

A. Konkruente Befunde:

Bei 261 von 264 Patienten (98%) entsprach das Ergebnis der GeneScan-Analyse

dem Befund der konventionellen PCR. Die Ergebnisse der konventionellen PCR

lagen bereits im Rahmen von Vorarbeiten vor und wurden fir unsere Auswertun-

gen verwendet. In beiden Analysemethoden waren 85 der Patienten (32%) FLT3-

ITD-positivund 176 der Patienten (66%) FLT3-ITD-negativ.

B. Diskrepante Befunde:
Es gab keinen Patienten, bei dem anhand der konventionellen PCR eine FLT3-

ITD nachweisbar war, aber nicht in der GeneScan Analyse.
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Bei 3 Patienten (3% der FLT3-ITD-positiven Falle) konnte anhand der GeneScan-
Analyse eine FLT3-ITD nachgewiesen werden, die in der konventionellen PCR
nicht nachweisbar war. Alle drei Falle wurden wiederholt, um das Ergebnis zu veri-
fizieren. In jedem Analysenlauf waren im GeneScan jeweils neben dem Wildtyp-
Peak ein bzw. zwei kleine zusatzliche Peaks erkennbar. Diese waren jedoch in
allen drei Féallen sehr klein, sodass sich jeweils eine FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio von
< 0,1 (siehe Tabelle 4) ergab: Patient 1 wies eine Ratio von 0,010, Patient 2 von
0,031 und Patient 3 eine Ratio von 0,022 auf.

Interessant war der Verlauf von Patient 3: nach der Induktionstherapie war die
FLT3-Mutation nicht mehr nachweisbar. Im Verlauf der AML trat ein Rezidiv auf,
wobei zum Zeitpunkt des Rezidivs dann die FLT3-ITD mittels konventioneller PCR
erkennbar war. Die zuséatzlich durchgefihrte Analyse des Rezidivmaterials mittels
GeneScan zeigte den initialen Klon mit einer quantitativen Zunahme der Mutation

zu Wildtyp-Ratio von 0,640 gegentber Diagnosestellung von 0,020.

Tabelle 4 zeigt einen Uberblick der drei diskrepanten Falle.

Tabelle 4: Darstellung der diskrepanten Analysenergebnisse

Die Analysen von Patient 1 bis 3 wurden jeweils im Duplikat durchgefihrt.

Abkirzungen: a = 1. Analysenlauf; AUC = area under the curve; b = 2. Aanalysenlauf; bp = Basen-
paare; MUT = Mutation; MUT/WT-Ratio = Mutatante/Wildtyp; PCR = Polymerase-Ketten-Reaktion;
R' = Rezidivmaterial; WT = Wildtyp.

Patient | Studie AUC AUC AUC MUT/ Nachweis Nachweis anhand
WT MUT1 | MUT2 | WT- anhand konventioneller
Ratio GeneScan | PCR
la HD98-A 75401 729 0,010 positiv negativ
1b 145417 | 4235 0,029 positiv negativ
2a 07-04 67229 2062 0,031 positiv negativ
2b 71542 4064 2099 0,086 positiv negativ
3a 07-04 153939 2789 629 0,022 positiv negativ
3b 78349 1228 332 0,020 positiv negativ
3R' 07-04 21402 | 13818 0,640 positiv positiv
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3.3  Quantifizierung und Anzahl der FLT3-ITD-Klone

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Quantifizierung der FLT3-ITD

und deren Bedeutung fur den Verlauf der AML.

Hierfir wurden 264 Patienten mit einem normalen Karyotyp anhand der Gene-
Scan-Analyse untersucht. Bei 88 der 264 Patienten (33%) war eine FLT3-ITD
nachweisbar, die zuséatzlich quantifiziert werden konnte. Hierfir wurde die Menge
der Mutation zu der Menge des Wildtyp-Allels ins Verhaltnis gesetzt (FLT3-
ITD/Wildtyp-Ratio, im Folgenden als ,Ratio“ bezeichnet). Die Ratio betrug im Me-
dian 0,519 (0,008 bis 10,190). Diese FLT3-Mutante/Wildtyp-Ratio wurde wie folgt
berechnet: Die Summe der AUC (Flache der jeweiligen im GeneScan als ITD-Klon
detektierten Peaks) der jeweiligen ITD-Klone wurde durch die AUC des Peaks des
FLT3-Wildtyps dividiert. Bei Vorliegen mehrerer Klone wurde die Summe der AUC
von allen Klonen gebildet. Als ,cut off point” der Berechnungen wurde der Median

(0,519) dieser Ratio herangezogen.

Achtzehn der 88 FLT3-ITD-positiven Patienten (7% des Patientenkollektivs) wie-
sen eine Ratio > 1 auf; bei 13 Patienten (5% des Patientenkollektivs) war die Ratio
> 2. Dies bedeutet, dass hier die Mutation quantitativ gréf3er bzw. doppelt so grofl3
wie das Wildtyp-Allel war. Hier handelt es sich sehr wahrscheinlich um homozygo-

te Mutationen.

Da die Arbeit von Thiede et al. (2002) fir diese Promotionsarbeit eine bedeutende
Referenz darstellt, interessierte hier auch die Anzahl der Patienten, deren Ratio
oberhalb des cut offs von Thiede et al. liegen. Bei 23 Patienten (8% des gesamten
Patientenkollektivs) lag die Ratio oberhalb des von Thiede et al. (2002) verwende-

ten cut offs von 0,78, was 26% der 88 FLT3-ITD-positiven Patienten entspricht.

3.4 Patienten mit mehreren verschiedenen FLT3-ITD-Klonen

Bei 65 der 88 FLT3-ITD-positiven Patienten (85%) war im GeneScan ein FLT3-
ITD-Klon nachweisbar. Bei 23 Patienten (26%) waren mehrere Klone nachweis-
bar, wobei meistens einer der Klone die anderen dominierte. Hierbei war die Gro-
3e sehr variabel. Bei 13 Patienten (15%) waren 2 Klone und bei 9 Patienten (10%)

3 Klone nachweisbar. Ein Patient (1%) wies 5 Klone auf.
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3.5 Prognostischer Stellenwert der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio bei
AML mit normalem Karyotyp

Um im Rahmen der statistischen Analysen eine mdglichst hohe Aussagekraft zu

erhalten, wurden in die statistischen Analysen ebenfalls die Ergebnisse von 334

Patienten einer vorangegangenen Untersuchung mit einbezogen. Schwerpunkt

FLT3-ITD-

Mutante/Wildtyp-Ratio. Insgesamt fanden in die statistischen Analysen Daten von

der Analysen war hierbei die prognostische Relevanz der
598 Patienten Eingang. Fur die Analysen im Hinblick auf die Prognose wurden die
Patienten in drei unterschiedliche Subgruppen unterteilt: 1. Wildtyp (n=382), Il. Ra-

tio £0,519 (n=108) und IIl. Ratio >0,519 (n=108).

Normaler Karyotyp:
n=741

A 4 A4

FLT3-ITD untersucht:
n=598

FLT3-ITD nichtuntersucht
n=143

A

Y

FLT3ITD Genescan WT:
n= 382

FLT3-ITD Genescan
<0.519
n=108

FLT3-ITD Genescan
>0.519
n=108

Abbildung 6: Schaubild zur Auswahl des Patientenkollektivs
Abkirzungen: 0,519 = Ratio Mutatante/Wildtyp; FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-
related tyrosine kinase 3-Gens; n = Anzahl; WT = Wildtyp.

3.5.1 Korrelation mit klinischen Charakteristika

FLT3-ITD-positive Patienten mit einer Ratio >0,519 hatten signifikant haufiger eine
de novo AML (p=0,03), wohingegen Patienten mit einem FLT3-Wildtyp haufiger
eine s-AML aufwiesen. Wahrend 39% (197 von 510) der Patienten mit de novo

AML eine ITD hatten, wiesen nur 22% (17 von 79) der Patienten mit sekundéarer
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AML (s-AML oder t-AML) eine FLT3-ITD auf. Die Details der Patienten sind in Ta-
belle 5 dargestellt.

FLT3-ITD-positive Patienten wiesen unabhéangig von der Ratio einen signifikant
niedrigeren Hamoglobinwert auf gegentber Patienten mit FLT3-Wildtyp (p=0,029).
Statistisch ebenfalls signifikant waren LDH, Leukozytenzahl sowie der Anteil der
myeloischen Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark (p<0.0001). Hierbei
waren die hdochsten Werte signifikant mit einer hoheren Ratio korreliert. Bei allen
drei Parametern stieg der gemessene Wert in der Reihenfolge Wildtyp, Ratio
<0,519, Ratio >0,519 an. Die mittlere Leukozytenzahl war mit 62 x 10%I im Zu-
sammenhang mit einer Ratio >0,519 am héchsten im Vergleich zur Gruppe mit
einer Ratio <0,519, welche im Median 20 x 10%1 Leukozyten aufwiesen. Deutlich
erhohte Werte im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen und auch des Ge-
samtkollektivs zeigten sich bei den Patienten mit einer Ratio >0,591 auch bei dem
Anteil myeloischer Blasten im peripheren Blut (77% fur Ratio >0,591 im Vergleich
zu 33% fur Ratio <0,591 bzw. 30% fur FLT3-Wildtyp) und Knochenmark (90% fur
Ratio >0,591 im Vergleich zu 74% fir Ratio <0,519 und 71,5% fur FLT3-Wildtyp).

Bei 574 der 598 AML-Patienten konnte der NPM1-Mutationsstatus erhoben wer-

den. Hiervon wiesen 301 Patienten (52%) eine NPM1-Mutation auf.

Insgesamt zeigten 201 Patienten (35%) einen Wildtyp sowohl fir FLT3 als auch
fur NPM1, 166 Patienten (30%) hatten eine alleinige NPM1-Mutation, 72 Patienten
(12%) nur eine FLT3-ITD und bei 135 Patienten (23%) war eine Mutation in beiden

Genen feststellbar.

Dabei zeigte sich eine signifikante Assoziation von NPM1 zu FLT3-ITD (p<0,015).
Dagegen ergab sich im Hinblick auf die FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio und simultaner
NPM1-Mutation kein wesentlicher Unterschied: 66 Patienten wiesen eine Ratio
<0,519 auf und 69 Patienten eine Ratio >0,519 (siehe Tabelle 5).

Hinsichtlich weiterer klinischer Parameter wie Alter, Geschlecht und FAB-Subtyp

war kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen erkennbar.
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Tabelle 5: Klinische Charakteristika der 598 Patienten mit akuter myeloischer Leukamie und
Mutatante/Wildtyp-Ratio <0,5,

normalem Karyotyp unterteilt

Mutatante/Wildtyp-Ratio >0,5
Abkurzungen: FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-related tyrosine kinase 3-Gens;
KM = Knochenmark; LDH = Laktatdehydrogenase; MUT = Mutation, NPM1 = Nucleophosmin 1;

PB = peripheres Blut;

in die Gruppen Wildtyp,

assoziierte akute myeloische Leukamie; WT = Wildtyp.

s-AML =sekundéare akute myeloische Leukamie; t-AML = Therapie-

Alle FLT3-ITD GeneScan p-Wert
Patienten
WT Ratio<0.519 | Ratio>0.519 | Kruskal- Fisher
n=598 n= 382 n=108 n=108 | Wallis
Studie,
Anzahl Patienten (%)
AML HD93 90 (15) 59 (15) 15 (14) 16 (15)
AML HD98-A 330 (55) 211 (55) 57 (53) 62 (57)
AMLSG 07-04 178 (30) 112 (29) 36 (33) 30 (28)
Alter, Jahre 0.977
Median 48.475 48.655 48.350 47.205
Spannweite 16.320- 16.320- 18.410- 19.390-
60.970 60.970 60.850 60.920
Geschlecht, 0.162
Anzahl Patienten (%)
weiblich 326 (55) 197 (52) 65 (60) 64 (59)
mannlich 272 (45) 185 (48) 43 (40) 44 (41)
AML-Typ, 0.032
Anzahl Patienten (%)
De novo 510 (85) 313 (82) 97 (90) 100 (93)
s-AML 65 (11) 50 (13) 10 (9) 5 (5)
t-AML 14 (2) 12 (3) 0 (0) 2(2)
fehlt 9(2) 7(2) 1(2) 1(2)
Hamoglobinwert, g/L 0.030
Median 9.0 9.19 8.8 8.695
Spannweite 2.70-17.60 3.10-17.60 | 2.7-12.6 3.90-14.00
fehlt 18 15 1 2
Thrombozytenzahl,x10”/L 0.234
Median 63.0 65.0 73.0 57.0
Spannweite 4.0-746.0 4.0-746.0 | 10.0-688.0 8.0-734.0
fehlt 18 15 1 2
Leukozytenzahl,x10°/L <0,0001
Median 19.55 13.40 20.0 62.05
Spannweite 0.20-372.00 | 0.20-369.0 | 0.7-238.2 0.20-372.0
fehlt 18 15 1 2
Blasten im PB,% <0,0001
Median 41.0 30.0 33.0 77.0
Spannweite 0.0-100.0 0.0-99.0 0.0-99.0 0.0-100.0
fehlt 48 38 3 7
Blasten im KM, % 0,0001
Median 80.0 715 74.0 90.0
Spannweite 0.0-100.0 0.0-100.0 | 0.0-100.0 2.0-100.0
fehlt 46 32 8 6
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Alle FLT3-ITD GeneScan p-Wert
Patienten
WT Ratio <0.519 | Ratio>0.519 | Kruskal- Fisher
n=598 ["h=382 n=108 n=108 | Wallis
FAB-Subtyp,
Anzahl Patienten (%)
MO 26 (4) 21 (5) 3(3) 2(2)
M1 64 (11) 33 (9) 13 (12) 18 (17)
M2 111 (19) | 73 (19) 14 (13) 24 (22)
M3 2 (0) 0 (0) 1(1) 1(2)
M4 116 (19) | 62 (16) 31 (29) 23 (21)
M5 60 (10) 40 (10) 7 (6) 13 (12)
M6 11 (2) 9(2) 2(2) 0 (0)
fehlt 208 (35) | 144 (38) | 37 (34) 27 (25)
Extramedullére 0.417
Infiltration, Anzahl (%)
nein 531 (89) | 339(89) | 98 (91) 94 (87)
ja 40 (7) 22 (6) 8 (7) 10 (9)
fehlt 27 (5) 21 (5) 2(2) 4 (4)
LDH, U/L (Spannweite) <0,0001
Median 443.0 367.0 513.0 734.0
Spannweite 89.0- 89.0- 122.0- 179.0-
4566.0 4566.0 1631.0 4091.0
fehlt 31 21 8 2
Splenomegalie, Anzahl (%) 0.321
nein 322 (54) | 212 (55) | 57 (53) 53 (49)
ja 160 (27) | 95 (25) 31 (29) 34 (31)
fehlt 116 (19) | 75 (20) 20 (19) 21 (19)
Hepatomegalie, Anzahl (%) 0.781
nein 353 (59) | 221 (58) | 68 (63) 64 (59)
ja 102 (17) | 68 (18) 18 (17) 16 (15)
fehlt 143 (24) | 93 (24) 22 (20) 28 (26)
NPM1, Anzahl (%) 0,015
WT 273 (46) | 201 (53) | 36 (33) 36 (33)
MUT 301 (50) | 166 (43) | 66 (61) 69 (64)
fehlt 24 (4) 15 (4) 6 (6) 3(3)

3.5.2 Ansprechen auf die Induktionstherapie

Von den 216 FLT3-ITD-positiven Patienten erreichten 157 (73%) nach Doppelin-

duktionstherapie eine komplette Remission (CR), 41 Patienten (19%) waren re-

fraktar (RD) und 18 Patienten (8%) verstarben wahrend der Induktionstherapie

(ED).

Hierbei erreichten Patienten mit einer Ratio >0,519 signifikant seltener eine CR,

wiesen eine signifikant hohere RD-Rate auf und hatten eine hohere Rate an To-

desfallen.

-39 -




Ergebnisse

Tabelle 6 zeigt das Therapieansprechen in Korrelation zur Mutante/Wildtyp-Ratio.

Tabelle 6: Therapieansprechen in Abhangigkeit der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio
Abkirzungen: CR = komplette Remission; ED = Frihtodesfall; FLT3-ITD = interne Tandemduplika-
tion des FMS-related tyrosine kinase 3-Gens; n = Anzahl; RD = refraktare AML.

Patienten FLT3-ITD GeneScan p-Wert
Ratio Ratio
<0,519 >0,519
n=216 n =108 n =108
Remission, 0,005
Anzahl (%)
CR 157 (73) 89 (82) 68 (63)
RD 41 (19) 13 (12) 28 (26)
ED 18 (8) 6 (6) 12 (11)

3.5.3 Uberlebensanalysen

Patienten mit einer Ratio >0,519 wiesen ein signifikant kirzeres Gesamtuberleben
(0S) (p=0,0002), ein kirzeres rezidivfreies Uberleben (RFS) (p=0,002) und ein
kiirzeres ereignisfreies Uberleben (EFS) (p=0,0001) im Vergleich zu Patienten mit
einer Ratio 0,519 auf.

Das Gesamtuberleben betrug bei einer Ratio <0,519 im Median 28,9 Monate und
bei Patienten mit Wildtyp 27,1 Monate, wahrend Patienten mit einer Ratio >0,519
im Median 12,3 Monate (iberlebten. Die 6-Jahres-Uberlebensrate (6-JUR) betrug
29% bei einer Ratio 0,519 und 33% bei Patienten mit Wildtyp im Vergleich zu
10% bei einer Ratio >0,519. Die folgende Abbildung 7 zeigt Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven fir das Gesamtiiberleben (Abbildung 7A), das rezidivfreie
Uberleben (Abbildung 7B) sowie das ereignisfreie Uberleben (Abbildung 7C).
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A) Gesamtiiberleben

Overall Survival (%)

FLT3-ITD < Median
FLT3-ITD > Median

n=108
0

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Time (years)
B) Rezidivfreies Uberleben C) Ereignisfreies Uberleben
197 p = 0,0001
751
g =
= >
T =
H g
a =
o » 50
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g & n =108
251
n =85 —
n =108
0 04
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven bei AML-Patienten mit normalem Karyotyp in
Abhé&ngigkeit von der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio

Gesamtiiberleben (A), Rezidivfreies Uberleben (B) und Ereignisfreies Uberleben (C) der FLT3-ITD-
positiven Patienten in Abhangigkeit der Ratio mit cut point anhand des Medians 0,519.
Abkurzungen: FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-related tyrosine kinase 3-Gens; n =
Anzahl; p = p-Wert.
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3.5.4 Uberleben in Abhangigkeit vom NPM1-Mutationsstatus

Patienten mit einer Ratio <0,519 wiesen unabhangig vom NPM1-Mutationsstatus
ein vergleichbares rezidivfreies Uberleben (RFS) und Gesamtiiberleben (OS) wie
Patienten mit FLT3-Wildtyp auf.

Dagegen hatten Patienten mit einer Ratio >0,519 unabhangig vom NPM1-
Mutationsstatus ein signifikant kirzeres OS und RFS als Patienten mit FLT3-
Wildtyp oder einer Ratio 0,519 (p<0,001; Abbildung 8).

Zusammengefasst ist die FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio, d.h. die Menge an mutiertem
Allel der prognostisch signifikant starkste Parameter im Hinblick auf das Therapie-
ansprechen und das Uberleben. Eine hohe Ratio korreliert signifikant mit einem
schlechten Outcome und dies unabhangig vom NPM1-Mutationsstatus wahrend
eine niedrige Ratio keinen Unterschied zum Wildtyp zeigt (wie in Abbildung 8 ge-

zeigt).
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A) Gesamtilberleben NPM1 WT B) Rezidivireies Uberleben NPM1 WT

100

p<0.0003 1007 p<0.0002

75

50

Overall Survival (%)

n =236

-

Relapse-free Survival (%)

25

n =36

[0] 01
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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C) Gesamtiiberleben NPM1 MUT D) Rezidivfreies Uberleben NPM1 MUT
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurven mit Darstellung des Gesamtuberleben und Rezidivfreien
Uberleben von AML-Patienten mit normalem Karyotyp in Abhangigkeit des NPM1 Mutations-
Status

(A) Gesamtuberleben NPM1-negativer Patienten in Abhangigkeit des FLT3-Status

(B) Rezidivfreies Uberleben NPM1-negativer Patienten in Abhangigkeit des FLT3-Status

(C) Gesamtiiberleben NPM1-positiver Patienten in Abhangigkeit des FLT3-Status

(D) Rezidivfreies Uberleben NPM1-positiver Patienten in Abhéngigkeit des FLT3-Status
Abkurzungen: FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des FMS-related tyrosine kinase 3-Gens;
MUT = Mutation; n = Anzahl; NPM1 = Nucleophosmin 1; p = p-Wert, WT = Wildtyp.
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Tabelle 7 zeigt ebenfalls, dass unabhangig vom NPM1-Mutationsstatus das me-
diane Gesamtiuberleben mit einer Ratio >0,519 signifikant kirzer war gegenuber
dem Gesamtiberleben mit einer Ratio <0,519 oder dem FLT3-Wildtyp. Das me-
diane Gesamtuberleben von Patienten mit einer Ratio <0,519 entspricht in etwa

demjenigen Uberleben des FLT3-Wildtyps.

In Bezug auf das rezidivfreie Uberleben zeigt sich ebenfalls eine schlechtere
Prognose fir Patienten mit einer Ratio >0,519 als fur Patienten mit einer Ratio
<0,519 oder mit Wildtyp. Jedoch scheint das rezidivfreie Uberleben auch bei einer

Ratio <0,519 schlechter zu sein im Vergleich zum Wildtyp.

Tabelle 7: Medianes Uberleben in Monaten in Abhangigkeit der FLT3-ITD-Ratio und des
NPM1-Mutationsstatus

Abkurzungen: FLT3 = FMS-related tyrosine kinase 3; FLT3-ITD = interne Tandemduplikation des
FMS-related tyrosine kinase 3-Gens; MUT = Mutation; NPM1 = Nucleophosmin 1; RFS =
rezidivireies Uberleben; OS = Gesamtiiberleben; WT = Wildtyp.

FLT3 FLT3-TD  FLT3ITD  p-Wert
WT < Median > Median

RFS NPM1 WT 17,58 10,58 758 0.0002
Medi

(Monatey  NPM1MUT 95.56 17.64 6.54 0,0014
0S NPM1 WT 27.1 28.9 12.3 0.0003
Medi

(Monate)  NPM1 MUT fehlt 35.6 12.8 0.0069
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4 Diskussion

4.1 Inzidenz interner Tandemduplikationen des FLT3-Gens

Die im Jahr 1996 bei AML-Patienten zum ersten Mal beschriebenen internen
Tandemduplikationen des FLT3-Gens (Nakao et al., 1996) sind innerhalb der
Exone 14 und 15 lokalisiert (Abu-Duhier et al., 2001). Interne Tandemduplika-
tionen des FLT3-Gens wurden in zahlreichen Studien als bedeutender prognos-
tischer Faktor bei der AML hervorgehoben und sind mit einer schlechten Prognose
assoziiert (Frohling et al., 2002a; Kottaridis et al., 2001; Rombouts et al., 2000).
FLT3-ITDs sind sehr heterogen, was ihre Lange (Stirewalt et al., 2006), Allelic
Ratio (Kottaridis et al., 2001), Insertionsstelle (Kayser et al., 2009; Breitenbicher
et al., 2009b) sowie Anzahl der FLT3-ITD-Klone (Gale et al., 2008) pro Patient
betrifft.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben der Bestimmung der Inzidenz von FLT3-
ITD in einer groRen AML-Population quantitative Mutationsanalysen durchgefiihrt
und der prognostische Einfluss der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio untersucht. Da eine
hohe Assoziation von FLT3-ITD zum normalen Karyotyp besteht (Thiede et al.,

2002), waren die Analysen auf diese zytogenetische Subgruppe beschrankt.

Die Inzidenz von FLT3-ITD betrug in unserer Studie 33%, was publizierten Daten
entspricht (Déhner u. Déhner, 2008).

4.2  Stellenwert der Quantitat von FLT3-ITD

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass nicht nur das alleinige Vorhan-
densein von FLT3-ITD einen Einfluss auf die Prognose nimmt, sondern dass die
Menge an mutiertem Allel, definiert durch die Mutante/Wildtyp-Ratio eine bedeu-
tende, wenn nicht sogar die entscheidende Rolle spielt (Thiede et al., 2002; Gale
et al., 2008). Zudem gibt es Hinweise, dass auch die Anzahl (Kottaridis et al.,
2001; Gale et al., 2008) und GroRe (Stirewalt et al., 2006; Meshinchi et al., 2008)

der vorhandenen FLT3-ITD-Klone bertcksichtigt werden mussen.

In einer grof3en Studie an 979 Patienten mit neu diagnostizierter AML untersuch-
ten Thiede et al. (2002) mittels GeneScan-Analyse quantitativ den FLT3-ITD-
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Mutationslevel. Hierbei konnte eine FLT3-ITD bei 200 der 979 Patienten detektiert
werden (20,4%). Im Rahmen dieser Studie liel sich ein unginstiger Einfluss auf
die Prognose bei Patienten mit einer FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio gro3er als der Me-

dian von 0,78 nachweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls der Einfluss der FLT3-ITD/Wildtyp-
Ratio auf die Prognose von AML-Patienten untersucht. Wie bei der Publikation von
Thiede et al. (2002) wurde der Median der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio als Cut-off zur
Beurteilung der prognostischen Wertigkeit herangezogen, wobei dieser im Ver-
gleich zu Thiede et al. niedriger war. Dieser lag in unserer Analyse bei 0,519
(0,008 bis 10,190) und die Ratio-Werte waren insgesamt niedriger als in der Publi-
kation von Thiede et al. Die Mutante/Wildtyp-Ratio variierte in seiner Studie von
0,03 bis 32,56 und der Median lag bei 0,78. Griinde hierfur lassen sich am ehes-
ten in folgenden Unterscheidungskriteren finden: zum einen wurden unterschiedli-
che GeneScan-Gerate mit unterschiedlicher Sensitivitat der Detektion verwendet
und zum anderen eine heterogene Patientenpopulation untersucht. Im Unter-
schied zur Publikation von Thiede et al. (2002) wurden im Rahmen dieser Arbeit
ausschlie3lich Patienten mit normalem Karyotyp untersucht; ebenfalls wurde eine

groRere Anzahl an Patienten einbezogen.

Im Hinblick auf die prognostische Bedeutung der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio konnten
wir die Assoziation mit einer unginstigen Prognose bestéatigen. Sowohl fur das
Therapieansprechen, den klinischen Verlauf als auch fir das Uberleben stellte
eine FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio, die groRer war als der Median, einen unginstigen
Faktor dar. Zusatzlich korrelierte die FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio signifikant mit einer
hoheren Leukozytenzahl im peripheren Blut. Auch der prozentuale Blastenanteil
sowohl im peripheren Blut als auch im Knochenmark war signifikant héher bei ei-
ner Ratio groRer als der Median von 0,519. In Ubereinstimmung mit anderen Ar-
beiten (Thiede et al., 2002, Kottaridis et al., 2001 Whitman et al., 2001) konnten
wir keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Uberlebens zwischen Patien-
ten mit Wildtyp oder einer Ratio kleiner des Medians feststellen. Kongruent wiesen
Gale et al. (Gale et al., 2008) ebenfalls einen signifikant schlechten Verlauf hin-
sichtlich des Rezidivrisikos und des Gesamtuberlebens bei Patienten mit einer
hohen FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio nach. Im Widerspruch steht jedoch, dass in der

Studie von Gale et.al. ein signifikanter Trend mit steigender Mutante/Wildtyp-Ratio
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gezeigt wurde, insbesondere, dass ein signifikanter Unterschied zwischen WT und
einer niedrigen Ratio vorlag. Gale et.al. teilte die Patientenkohorte in 4 Gruppen
(nicht am Median) auf. Mit steigender Ratio lag eine schlechtere Prognose, ge-
messen am Rezidivrisiko, krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben, vor
(p<0,001). Als Griunde fur die differenten Ergebnisse kdonnte neben der unter-
schiedlichen Kohorte (Anzahl der Patienten, Patienten aller Karyotypen, Therapie)
die Untersuchungsmethode genannt werden: Gale et al. bestimmten die GréiRe
und das Muationslevel durch an die PCR anschlie3ende Fragmentanalyse mittels
CEQ8000 DNA Genetic Analysis System.

Bei 14% (n=13) der FLT3-ITD-positiven Patienten war die FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio
>2, was ebenfalls im Einklang zu bereits publizierten Daten steht (Kottaridis et al.,
2001; Whitman et al., 2001; Thiede et al., 2002). Hierbei kann von einer homozy-
goten FLT3-ITD ausgegangen werden, wobei diese Patienten eine sehr ungunsti-

ge Prognose aufwiesen (Whitman et al., 2001).

Die genauen Entstehungsmechanismen und Rolle der internen Tandemduplikatio-
nen des FLT3-Gens sind noch nicht vollstandig geklart. Eine potentielle Erklarung
fur die Entstehung einer FLT3-ITD konnte sein, dass der DNA-Folgestrang bei der
Replikation ein Palindrom zwischen den Aminosauren 593 bis 602 bildet und somit
durch einen Replikationsfehler eine interne Tandemduplikation verursacht werden
koénnte (Kiyoi et al., 1998).

Die interne Tandemduplikation fihrt dann zu einer Stérung der Autoinhibition und
konsekutiv zu einer gesteigerten Proliferation von leukamischen Zellen (Griffith et
al., 2004). Durch den Verlust eines Wildtyp-Allels kdnnte sich der Verlust der Auto-

inhibition verstarken.

Zusatzlich wiesen bei Kottaridis et al. (2001) 10% der FLT3-ITD-Patienten einen
partiellen oder kompletten Verlust des Wildtyp-Allels auf. Diesen Verlust konnten
auch Whitman et al. (2001) in 35% der FLT3-ITD mutierten Patienten detektieren.
Nach Einteilung der Patienten in drei Gruppen (Wildtyp, Heterozygot, Hemizygot)
hatten hemizygote FLT3-ITD-Patienten in dieser Studie die schlechteste Prognose
mit einer Reduktion des erkrankungsfreien (p=0,0017) und Gesamtiberleben
(p=0,0014). Whitman et al. (2001) stellten die These auf, dass der Verlust eines
Wildtyp-Alles durch submikroskopische Deletionen an 13gl12 zustande kommen

kénnte. Neuere Daten legen nahe, dass diese homozygoten FLT3-ITDs sehr
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wahrscheinlich auf dem Boden sog. uniparentaler Disomien (UPDs) entstehen
(Bullinger et al., 2010).

4.3 Bedeutung mehrerer FLT3-ITD Mutationen innerhalb eines
Patienten

In der Studie von Kottaridis et al. (2001) konnte bei 51 von 224 FLT3-ITD-
mutierten Patienten (23%) mehr als eine Mutation nachgewiesen werden. In der
multivariablen Analyse war die Anzahl der FLT3-ITD-Mutationen pro Patient der
wichtigste prognostisch unabhangige Faktor fur die Remissionsrate (p=0,05) und
das krankheitsfreie Uberleben (p<0.0001) sowie der zweitwichtigste Faktor fiir das
ereignisfreie (p=0.0007) und Gesamtiiberleben (p=0.0007).

Ebenfalls einen eher unginstigen Einfluss der Anzahl der mutierten Klone be-
schreiben Gale et al. (Gale et al., 2008). Sie beobachteten eine verminderte Re-
missionsrate bei steigender Anzahl der FLT3-ITD-Klone (nicht signifikant, p=0,17).
Jedoch war kein signifikanter Einfluss auf die Rate an kompletter Remission oder

das Gesamtilberleben nachweisbar.

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuhrten GeneScan-Analysen wird
die Vielfaltigkeit von FLT3-ITD deutlich. Ein hoher Zahlenwert der AUC und somit
eine grof3e Mutationsmenge wurde entweder durch einen grof3en einzelnen FLT3-
ITD-Klon oder durch die Summe mehrerer kleiner Subklone erreicht. Von den 13
Patienten mit einer Ratio Uber 2 hatten 4 mehr als einen Klon und selbst der Pati-
ent mit der grof3ten Ratio von 10 wies nur einen Klon auf. Da im Rahmen dieser
Arbeit nur wenige Patienten (n=23) mehr als einen FLT3-ITD-Klon hatten, konnte
aufgrund der geringen Patientenzahl die prognostische Bedeutung nicht unter-

sucht werden.

4.4  Bedeutung der Lange von FLT3-ITD

Hinsichtlich der Bedeutung der Lange von FLT3-ITD existieren kontroverse Daten.
In zwei Publikationen wurde eine ungunstigere Prognose fir das OS und RFS bei
Patienten mit einer langeren, definiert durch >40 bp (Stirewalt et al. 2006) bzw.
>48 bp (Meshinchi et al. 2008) FLT3-ITD beschrieben, wohingegen eine andere

Veroffentlichung (Kusec et al., 2006) eine Assoziation zu einer gunstigeren Prog-
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nose beziglich des OS bei langeren FLT3-ITDs fand. In zwei weiteren Arbeiten
(Ponziani et al., 2006; Gale et al., 2008) hingegen fand sich Uberhaupt kein prog-
nostischer Einfluss der FLT3-ITD-Lange auf das Uberleben. Diese unterschiedli-
chen Studienergebnisse konnten durch die grof3e Heterogenitat der untersuchten
Patienten in Hinblick auf das Patientenalter (von O bis 85 Jahren) aber auch durch
die unterschiedlichen Cut-off-Werte der FLT3-ITD-Lange von einerseits 33 bis 70
bp erklart werden. Ebenfalls variierte die Anzahl der analysierten Patienten mit
einer FLT3-ITD in diesen Publikationen stark. Bei Kusec et al. (2006) wurden le-
diglich 18 AML-Patienten im Alter von 18 bis 85 Jahren mit einer FLT3-ITD analy-
siert. Zusatzlich wiesen in dieser Auswertung drei Patienten eine prognostisch
gunstige akute Promyelozytenleukdmie (APL) mit Nachweis einer Translokation
t(15;17)(922;912) auf. Die mediane FLT3-ITD-Lange betrug 70 bp, anhand derer
die Patienten in zwei Gruppen, eine mit kurzer ITD (<70 bp) und eine weitere mit
langer ITD (=70 bp) eingeteilt wurden. Im Vergleich mit den anderen oben genann-
ten Verdoffentlichungen war die mediane FLT3-ITD-Lange deutlich gréRer. In die-
ser Publikation fand sich ein gunstigeres OS bei langeren FLT3-ITDs, wobei diese
Assoziation auch nach Ausschluss der Patienten mit APL bestehen blieb. Stirewalt
et al. (2006) verglich die Lange der FLT3-ITD von 47 Patienten im Alter von 18 bis
84 Jahren, die im Rahmen von zwei unterschiedlichen Studienprotokollen thera-
piert wurden. Anhand der medianen ITD-Lange von 39 bp wurden die Patienten in
zwei Gruppen mit langeren und kirzen FLT3-ITDs unterteilt. Bei Meshinchi et al.
(2008) wurden von den 77 FLT3-ITD-mutierten Patienten im Alter von 0 bis 21
Jahren diejenigen ausgewertet, deren ITD-Langen zwischen der 10. und 90.
Quantile lagen. Hierbei betrug der Cut-off-Wert fur die Gruppeneinteilung 48 bp.
Das Alter der von Ponziani et al. (2006) analysierten Patienten reichte von 21 bis
69 Jahren. Es wurden 49 Patienten anhand der medianen FLT3-ITD-Léange (32
bp) in zwei Gruppen geteilt und ausgewertet. In der Studie von Gale et al. (2008)
wurde die grol3te Kohorte von 260 AML-Patienten im Alter von 15 bis 60 Jahren
untersucht und anhand der ITD-L&nge in Quartile unterteilt. Ponziani et al. (2006)
sowie Kusec et al. (2006) anderten in einer zusatzlichen Analyse ihren Grenzwert
fur die Unterscheidung zwischen kirzeren und langeren FLT3-ITDs auf den bei
Stirewalt et al. (2006) ermittelten Medianwert von 39 bp, was bei Ponziani et al.
(2006) zu einem &ahnlichen Ergebnis wie in der ersten Analyse flihrte. Bei Kusec et
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al. (2006) verblieben jedoch nur 5 Patienten in der Gruppe mit einer kurzen FLT3-

ITD, was die Aussagekraft der daraus ermittelten Werte in Frage stellt.

Die in der vorliegenden Arbeit mittels GeneScan ermittelten FLT3-ITD-Klone wie-
sen im Vergleich zu den von Gale et al. (2008) angegebenen ITD-Grol3en eine
ebenfalls breite Streuung mit &hnlichen Werten auf: wir ermittelten eine Range von
3 bis 234 Basenpaare im Vergleich zu Gale et al. (2008) mit 15 bis 231
Basenpaare. Da in dieser Arbeit die prognostische Bedeutung der FLT3-ITD-
GroRRe nicht untersucht wurde, sondern lediglich die Grof3e aus den GeneScan-
Daten determiniert werden konnte, kann hier keine Aussage zur prognostischen
Bedeutung der FLT3-ITD-Lange gemacht werden. Dennoch sollte in zuklnftigen
Studien/Auswertungen dieser Aspekt von FLT3-ITD nicht vernachlassigt werden,

da die Lange von FLT3-ITD eine Rolle zu spielen scheint.
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4.5 Sensitivitat der Nachweismethode mittels GeneScan

Interne Tandemduplikationen des FLT3-Gens finden sich bei etwa 20% der er-
wachsenen AML-Patienten und sind mit einer schlechten Prognose assoziiert,
weshalb ein sensitiver und schneller Nachweis dieser Mutation im Hinblick auf ei-
ne molekular zielgerichtete Therapie essentiell ist. Wahrend in friheren Studien
der FLT3-Mutationsstatus meist anhand der konventionellen PCR analysiert wur-
de, kommen inzwischen immer haufiger neuere Verfahren wie z.B. kapillarelektro-
phoretische Methoden zur Anwendung (Baldus et al., 2006; Cloos et al., 2006;
Mills et al., 2005, Thiede et al., 2002).

Die im Rahmen der Promotionsarbeit durchgefiihrten Analysen zum Mutationssta-
tus des FLT3-Gens an 264 DNA-Proben jungerer AML-Patienten (<60 Jahre) mit
normalem Karyotyp wurden mittels GeneScan-Analyse durchgefihrt. Die Ergeb-
nisse der konventionellen PCR lagen im Rahmen von Vorarbeiten bereits vor. Im
Vergleich zur konventionellen PCR stellte sich hier die GeneScan-Analyse als das
sensitivere Verfahren dar. Bei 3% der FLT3-ITD-Patienten (n=3) konnte anhand
der konventionellen PCR-Analyse die FLT3-ITD nicht nachgewiesen werden, wo-
hingegen diese in der GeneScan-Analyse detektiert wurde. Die hdhere Sensitivitat
kapillarelektrophoretischer Methoden zum Nachweis von FLT3-Mutationen wurde
bereits in der Publikation von Mills et al. (2005) betont. Wahrend die Sensitivitat
der konventionellen PCR etwa 0,05 betragt, kann fur die GeneScan-Analyse eine
Sensitivitat von 0,02 -0,01 angegeben werden (siehe Abschnitt 2.2.4).

Jedoch konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied
im klinischen Verlauf zwischen Patienten mit kleiner Ratio (< Median von 0,519)
und Patienten mit FLT3-Wildtyp gezeigt werden. Dennoch ist es im Rahmen von
Verlaufsuntersuchungen essentiell, eine exakte FLT3-ITD/Wildtyp-Quantifizierung
durchzufuhren, da im Falle eines Rezidives eine quantitative Zunahme des FLT3-
ITD-Klones auftreten kann, wie es auch im Rahmen dieser Arbeit bei einem Pati-
enten der Fall war (Patient 3). Die GeneScan-Analyse kann daher einen Beitrag
zur Beurteilung der ,Minimal Residual Disease“ (MRD), (Cloos et al., 2006; Shih et
al., 2002) leisten, indem auch kleine Subklone, welche im Verlauf der Erkrankung

oder im Rezidiv zunehmen, nachgewiesen werden koénnen.
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Ein weiterer Vorteil der GeneScan-Analyse gegenuber der konventionellen PCR-
Analyse ist die Moglichkeit der exakten Gréf3en- und Mengenbestimmung der ein-
zelnen FLT3-ITD-Klone, welche sehr wahrscheinlich einen Einfluss auf die Prog-
nose haben. Nur mit der GeneScan-Analyse ist eine genaue Quantifizierung des
Verhaltnisses von FLT3-ITD/Wildtyp méglich.

4.6  Perspektiven in der AML-Diagnostik und -Therapie

Bei der AML sind die pratherapeutischen zytogenetischen und molekulargeneti-
schen Veranderungen entscheidend fir die diagnostische Klassifikation, die prog-
nostische Einschéatzung und zunehmend auch fir die Wahl der Therapie. Der Zu-
sammenhang zwischen den pathogenetisch kausalen Veranderungen mit der Op-
tion, diese Veranderungen zielgerichtet durch neue und alte Therapeutika zu be-
handeln, wird zu einem schrittweisen Ersetzen der Risiko-adaptierten durch die
Genotyp-spezifische Therapie fuhren. Die aktuelle WHO-KIlassifikation berticksich-
tigt die genetische Heterogenitat der AML in besonderem Mal3e (Swerdlow et al.,
2008). Mittlerweile konnen Uber 65% der AML-Patienten entsprechend der zu-
grunde liegenden genetischen Veranderungen kategorisiert werden (Schlenk et
al., 2010), was im Vergleich zu der auf der Morphologie basierten FAB-
Klassifikation (Bennett et al., 1985) einen enormen Fortschritt bezuglich der diag-
nostischen Reliabilitat, Validitat und Objektivitat bedeutet. Neben den
zytogenetischen Veranderungen wurden in den letzten Jahren zahlreiche geneti-
sche Verdnderungen (Genmutationen, und deregulierte Genexpressionen) identi-
fiziert, welche die Komplexitat der genetischen Heterogenitat der AML untermau-
ern. Beispielhaft zeigt sich dies bei Patienten mit normalem Karyotyp. Diese Pati-
enten lassen sich anhand von molekularen Aberrationen subklassifizieren; hierbei
spielen neben NPM1-Mutationen interne Tandem Duplikationen (ITD) des FLT3-
Gens eine entscheidende Rolle. Bei der AML des Erwachsenen mit normalem
Karyotyp lasst sich in ca. 20-25% der Falle eine FLT3-ITD nachweisen, die kli-

nisch mit einer schlechten Prognose assoziiert ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass fir die Prognose der
AML mit normalem Karyotyp die Menge an mutiertem Allel des FLT3-Gens und

nicht nur das alleinige Vorhandensein der Mutation eine Rolle spielt. Basierend auf
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den Ergebnissen dieser Arbeit konnen FLT3-ITD-mutierte AML-Patienten anhand
der FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio weiter subklassifiziert werden. Prognostisch beson-
ders ungunstig ist hierbei eine hohe FLT3-ITD/Wildtyp-Ratio. Die Identifizierung
prognostisch relevanter Marker und das Verstandnis der durch diese Mutation
hervorgerufenen pathogenetischen Mechanismen ermdglichen es, molekular ziel-
gerichtete Therapien zu entwickeln und diese gezielt einzusetzen. Aufgrund dieser
klinischen Relevanz sollte neben der Bestimmung des FLT3-Mutationsstatus auch

eine quantitative Mutationsanalyse durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Zytogenetische und molekulargenetische Veranderungen spielen bei der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) eine zentrale Rolle sowohl in der Pathogenese als
auch klinisch, wo sie eine entscheidende prognostische Rolle spielen und zuneh-
mend fur die Wahl der Therapie herangezogen werden. Patienten mit einem nor-
malen Karyotyp lassen sich anhand molekulargenetischer Veranderungen wie der
internen Tandemduplikation des FLT3-Gens (fms-related tyrosine kinase 3) sub-

klassifizieren.

Ziel dieser Arbeit war die Ermittlung der Inzidenz von FLT3-ITD (interne Tandem-
duplikationen des FLT3-Gens) sowie die Bestimmung der Ratio, d.h. des Verhalt-

nisses des mutierten Allels zum Wildtyp-Allel.

DarlUber hinaus sollten die mittels GeneScan-Analyse gewonnenen Ergebnisse
auf ihre Sensitivitat im Vergleich zu den Ergebnissen der konventionellen PCR
(Polymerase-Ketten-Reaktion) geprift werden. Zur Evaluation des prognostischen
Einflusses wurden der FLT3-Mutationsstatus und die Mutante/Wildtyp-Ratio mit

den klinischen Daten der Patienten korreliert.

Hierzu wurden 264 DNA-Proben (Desoxyribonukleinsaure-Proben) von AML-
Patienten mit normalem Karyotyp mittels GeneScan-Analyse auf eine FLT3-ITD
untersucht. Bei der GeneScan-Analyse handelt es sich um eine kapillarelektropho-

retische Methode.

Eine FLT3-ITD war in 33% der Falle nachweisbar. Fir die statistischen Analysen
wurden die FLT3-ITD-positiven Patienten anhand des Medians der Mutan-
te/Wildtyp-Ratio (0,519) unterteilt. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Einfluss der
Ratio auf die Prognose der AML Patienten mit einer FLT3-ITD. Patienten mit einer
hohen Mutante/Wildtyp-Ratio, definiert durch eine Ratio, die grol3er war als der
Median von 0,519, wiesen einen signifikant schlechteren klinischen Verlauf auf als
Patienten ohne FLT3-ITD oder Patienten mit einer Ratio kleiner als der Median.
Dies zeigte sich sowohl in einem kiirzeren rezidiv- und ereignisfreien Uberleben
sowie einem kurzeren Gesamtiberleben als auch in einem schlechteren Anspre-

chen auf die Induktionstherapie. Patienten mit einer Ratio, die kleiner war als der
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Median, wiesen ein vergleichbares Risiko auf wie Patienten mit FLT3-Wildtyp.

Dies war unabhéngig vom NPM1-Mutationsstatus.

Zusatzlich zeigte sich in den durchgefiihrten Analysen eine hohere Sensitivitat fur
die GeneScan-Analyse im Vergleich zur konventionellen PCR. Dennoch ist diese
Methode im Hinblick auf die Moglichkeit der Quantifizierung der PCR Uberlegen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die klinische Relevanz der FLT3-ITD-
Mutante/Wildtyp-Ratio. In weiteren Therapiestudien sollte prospektiv geprift wer-
den, ob weitere FLT3-ITD-Charakteristika wie Anzahl der mutierten Klone oder
Lange der ITD von prognostischer Bedeutung sind. Eine klinisch wichtige Frage-
stellung ware, ob AML-Patienten mit einer hohen FLT3-ITD-Mutante/Wildtyp-Ratio
von neuen Therapieansatzen wie einer frihen allogenen Stammzelltransplantation

oder spezifischen Tyrosinkinaseinhibitoren profitieren.
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