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1 Einleitung
1.1 Grundlagen der AML

1.1.1 Vorkommen und Prognose

Eine akute myeloische Leukamie ist definiert als die klonale Ausbreitung myeloischer
leukdmischer Blasten in einem Anteil von = 20% im Knochenmark oder Blut (Downing &
Shannon, 2002).

In Deutschland erkranken zirka 1.700 bis 2.000 Kinder und Jugendliche unter 18 Jahren
pro Jahr an einer Krebserkrankung (Kaatsch, 2015). Etwa 34% dieser Kinder erkranken
an einer akuten Leukamie, welche die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter
darstellt (Kaatsch, 2013). Bei 20 % der leukamischen Erkrankungen im Kindesalter
handelt es sich um akute myeloische Leukdmien (AML) (Kaatsch, 2013), dennoch sind sie
fur 30 — 40% der leukamieassoziierten Todesfalle ursachlich (Margolin, 2011). In
Deutschland wurden im Zeitraum von 2003 bis 2012 beim deutschen Kinderkrebsregister
in Mainz 782 Kinder und Jugendliche zwischen 0 und 14 Jahren gemeldet, die zum ersten
Mal an einer AML erkrankten (Kaatsch, 2013).

Die Uberlebensrate der AML hat sich in den letzten 30 Jahren seit der Einfiihrung
klinischer Studien durch die Intensivierung der Chemotherapie und die Fortschritte in der
supportiven Therapie deutlich verbessert. Die 5-Jahresiiberlebensrate lag 1978 bei 42%,
aktuell wird eine 5-Jahrestberlebensrate von ca. 74% erreicht (Reinhardt et al., 2004). In
der Gruppe der ,Core-Binding“ Faktor Leukamien (CBFB-MYH11) liegt diese sogar bei bis
zu 90% (Creutzig et al., 2013). Die Inzidenz der AML bei Kindern und Jugendlichen unter
15 Jahren liegt in Deutschland bei zirka 0,7/100.000 Einwohnern. Insgesamt ist sowohl in
Deutschland als auch in Europa eine Zunahme der Inzidenz fiir Leukamien in allen
Altersgruppen zu beobachten, ausgenommen davon sind Sauglinge (Kaatsch und
Mergenthaler, 2008). Das Erkrankungsalter fiir eine akute myeloische Leukamie liegt im
Median fur Kinder und Jugendliche bei 6,1 Jahren (Kaatsch und Mergenthaler, 2008). Die
Altersverteilung zeigt einen geringen Haufigkeitsgipfel in den ersten 2 Lebensjahren
(Kaatsch, 2010). Das Verhaltnis zwischen Jungen und Madchen betragt 1,1:1 (Creutzig et
al., 2005).



1.1.2 Atiologie

Die Ursache der kindlichen AML ist nicht vollstandig geklart. Es werden genetische oder
kongenitale pradisponierende Faktoren diskutiert. Bei Zwillingsgeschwistern wurden u.a.
in 5 bis 25% ubereinstimmende Leukdmien beobachtet. Man vermutet, dass beide Kinder
Trager einer ersten genetischen Mutation sind. Moglicherweise findet ein Transfer eines
pra-leukamischen Klons zwischen den Zwillingen statt und anschlieRend erfolgt
unabhangig voneinander eine zweite genetische Mutation (,second hit* Theorie) (Eden,
2010). Des Weiteren scheinen als Risikofaktoren die Ethnie, das Alter des Vaters zum
Zeitpunkt der Konzeption und das Alter der Mutter zum Zeitpunkt der Geburt eine Rolle zu
spielen (Deschler und Lubbert, 2006; Podvin et al., 2006).

Zu den schadigenden Umwelteinflissen gehdren sowohl der direkte als auch der indirekte
Kontakt (beispielsweise durch Exposition der Eltern) mit Pestiziden (Eden, 2010). Die
intrauterine Exposition mit Alkohol erhdéht das Risiko an einer AML zu erkranken
moglicherweise ebenfalls (Menegaux et al, 2007). Sowohl das vaterliche
prakonzeptionelle als auch das mautterliche Rauchen vor, wahrend und nach der
Schwangerschaft haben einen Einfluss auf die Entstehung von kindlichem Krebs. Ein
Einfluss durch berufliche Exposition der Eltern mit gesundheitsschadlichen Chemikalien
oder Industrieabgasen wird vermutet (Eden, 2010).

Erwiesene Risikofaktoren sind die vorausgegangene Einnahme von Zytostatika,
insbesondere  die Einnahme von  Alkylantien, Topoisomerase-Hemmstoffen,
Anthrazyklinen und Taxanen (Deschler und Lubbert, 2006; Emerenciano et al., 2007). Es
wurden Zusammenhange zwischen einem Anstieg des Risikos, an einer sekundaren AML
zu erkranken, und vorausgegangener therapeutischer Bestrahlung gefunden (Deschler
und Lubbert, 2006).

Die Epidemiologische Studie zu Kinderkrebs in der Umgebung von Kernkraftwerken
(KiKK-Studie) zeigte fir den Zeitraum 1980 — 2003 eine Erhdhung des relativen Risikos
fir Leukdmien im 5 km-Radius um deutsche Kernkraftwerke fur Kinder unter 5 Jahren
(Nentwich, 2010). Die Ursache hierflr ist unklar, da zwischen der Héhe der gemessenen
Strahlenbelastung im Umkreis von Kernkraftwerken und dem ermittelten Risiko eine
Diskrepanz besteht.

Mutterliche virale Infektionen wahrend der Schwangerschaft und vor allem eine
vorausgegangene Infektion mit dem Parvovirus B19 stehen ebenfalls im Verdacht, das
Risiko zu erhéhen, an einer Leukdmie zu erkranken (Eden, 2010; Nentwich, 2010). Fur
Impfungen ist weder ein protektiver Effekt noch ein erhdhtes Risiko nachweisbar (Eden,
2010; Mallol-Mesnard et al., 2007).



Zu den genetischen Ursachen bei syndromalen Erkrankungen z&hlen chromosomale
Veranderungen bei Kindern mit Down-Syndrom, Klinefelter-, Patau-, Bloom-,
Schwachmann-, Kostmann- und Li-Fraumeni-Syndrom sowie die Neurofibromatose oder
die Fanconi-Anamie (Barber et al., 2003; Deschler und Lubbert, 2006; Downing und
Shannon, 2002; Hall, 2001). Kinder mit Down-Syndrom haben beispielsweise ein 10- bis
20-fach erhohtes Risiko, an einer AML zu erkranken (Deschler und Lubbert, 2006; Eden,
2010). Bis zum vierten Lebensjahr kommt fast ausschlie3lich eine GATA1-mutierte akute

Megakaryoblastenleukamie vor (Klusmann et al., 2007).
1.1.3 Pathogenese

Die akuten myeloischen Leukdmien sind heterogene maligne Erkrankungen der
Hamatopoese, die aus der klonalen Proliferation einer transformierten Vorlauferzelle
entstehen. Die Blasten verlieren ihre Eigenschaft zur Differenzierung bei anhaltender
Proliferationsfahigkeit. Man kann zwei funktionelle Gruppen von veranderten Proteinen in
den leukamischen Blasten unterscheiden: die der aktivierten Tyrosinkinasen, zu denen
BCR-ABL, c-Kit und FLT3 gehdren und welche, die Signale zur Proliferation an die Zellen
weitergeben (Pui et al., 2011). Des Weiteren liegen Veranderungen von Proteinen vor, die
die Regulation der Transkription beeinflussen, wie z.B. der ,core binding factor* CBF
(t(8;21), inv16), ,retinoic acid receptor alpha“ RARa, C/EBP-a (CCAAT-enhancer binding
protein alpha), MLL-Rearrangements und HOX Proteine, welche die Differenzierung
veranlassen (Emerenciano et al., 2007; Marcucci et al., 2011; Marschalek, 2011; Pui et
al.,, 2011). Um eine akute myeloische Leukéamie zu induzieren bendtigt die Vorlauferzelle
sowohl die veranderten Transkriptionsfaktoren als auch die aktivierten Tyrosinkinasen
(Downing und Shannon, 2002). Bei mehr als einem Drittel der Patienten mit einer AML
liegt eine Mutation des Gens, welches fir die Fms-like-tyrosine Kinase 3 (FLT3) kodiert,
vor (Stubbs und Armstrong, 2007; Takahashi, 2011). Eine aktivierende ,internal tandem
duplication“ ITD der FLT3 Rezeptor-Kinase weisen etwa 10% der kindlichen akuten

myeloischen Leukamien auf.



1.1.4 Klinische Symptomatik

Die anfanglichen klinischen Symptome der AML koénnen Mudigkeit, Appetitlosigkeit,
Gewichtsverlust, Fieber, Infektanfalligkeit, Blutungen und Knochenschmerzen sein. Durch
die zunehmende Verdrdngung der normalen Hamatopoese mit leukdmischen Blasten
kommt es im Verlauf zu Zeichen einer Knochenmarkinsuffizienz. Diese auflert sich als
Anamie, Granulozytopenie und eine vermehrte Neigung zu Hamatomen, Nasenbluten und
Petechien aufgrund der Thrombozytopenie. Bei der AML kann es zudem noch zu
extramedullaren Manifestationen mit Infiltration der Organe oder der Haut kommen.
Weitere Zeichen der lokalen Manifestation kdnnen eine indolente, meist einseitige
Hodenschwellung sein oder eine Gingivahyperplasie. Eine Beteiligung des zentralen
Nervensystems auflert sich durch Kopfschmerzen, Erbrechen, Krampfanfalle,
Sehstérungen, Hirnnervenldhmungen oder Meningismus. Zusatzlich zur
Lymphadenopathie liegt haufig eine Hepatosplenomegalie vor (Reinhardt et al., 2004).
Eine seltene Komplikation ist die initiale Hyperleukozytose (Leukozytenzahl > 100.000/ul),
welche durch Leukostase zu einem Multiorganversagen fuhren kann. Initial kann es
spontan oder nach Beginn der Therapie zum Tumorlysesyndrom kommen. Die Patienten
werden mit einer Hypokalziamie, Hyperkaliamie, Hyperurikdmie, erhéhter LDH-Aktivitat
und Hyperphospatamie auffallig. Bei Vorliegen einer komplexen Gerinnungsstérung durch
die leukdmischen Blasten kann es zu bedrohlichen Hamorrhagien kommen, wobei die

intrakraniellen Blutungsereignisse als Komplikation am bedeutsamsten sind.

1.1.5 Morphologie/FAB-Klassifikation, Inmunologie, Zyto- und Molekulargenetik

Die French-American-British (FAB) Klassifikation der AML, basierend auf der Morphologie
und der Zytochemie, wurde 1976 eingefihrt und gilt seitdem als Standardklassifikation.
Die 1999 eingefuhrte WHO-KIlassifikation beinhaltet neben der Morphologie die
Immunologie, Zytogenetik, Molekulargenetik und klinische Aspekte und wird international
aufgrund der differenzierteren Einteilung derzeit der Diagnose zugrunde gelegt (siehe
Tabelle 1). GemaR der WHO-Klassifikation ist die Diagnose AML zu stellen, wenn der
Anteil pathologischer Myeloblasten im Knochenmark und/oder im peripheren Blut = 20%
betragt (Downing und Shannon, 2002; Harris et al., 1999). Ausgenommen von dieser
Definition sind folgende drei AML-Entitaten: AML mit 1(8;21)(q22;922), inv16(p13.1922)
oder t(16;16)(p13.1922) und t(15;17)(q22;q21). Fir diese drei Gruppen ist die Diagnose
einer AML auch bei unter 20% Blasten im Knochenmark und/oder im peripheren Blut mit
dem Vorliegen der zyto- oder molekulargenetischen Veranderungen zu stellen (Downing
und Shannon, 2002).



Tabelle 1

WHO Kilassifikation 2008 der akuten myeloischen Leukdmie (Vardiman et al., 2009)

Akute myeloische Leukdamie (AML)

AML mit typischen genetischen Aberrationen Fusionsgen

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

AML mit inv(16)(p13922) oder t(16;16)(p13,922) CBFB-MYH11

AML mit £(15;17)(922;912) PML/RARa

AML mit 11923 Aberration MLL/ XX-Rearrangements
AML mit £(6;9) DEK-NUP214

AML mit inv(3)(921926.2) oder 1(3;3)(q21926.2) PRPN1-EVI1

AML mit £(1;22) (p13;q13) RBM15-MKL1

AML mit Gen-Mutationen

zytogenetische Assoziation

c-kit

FLT3-ITD / TKD
MLL-PTD
CEBPA

NPM1

WTH1

t(8;21) / inv(16)

normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp

AML mit einer Mehrliniendysplasie

AML ohne vorangegangenes Mylodysplastisches Syndrom (MDS)

AML nach MDS

Therapieassoziierte AML und MDS

AML nach Alkylantien
AML nach Topoisomeraseinhibitoren

andere

AML, die in den o.g. Gruppen nicht kategorisiert werden kdnnen entspricht nach FAB
Minimal differenzierte AML MO

AML ohne Reifung M1

AML mit Reifung M 2

Akute myelomonoblastéare Leukamie M 4

Akute monoblastare Leukdmie M5

Akute erythroide Leukdmie M 6

Akute megakaryoblastare Leukamie M7

Akute basophile Leukamie M 2 baso

Akute Myelofibrose
Myelosarkom / Extramedullare Leukamie

Akute Leukamien mit unklarer Linienzugehdrigkeit

Akute undifferenzierte Leukamie
Akute bilineale Leukamie
Akute biphanotypische Leukamie

Myeloische Leukamie bei Down Syndrom / Down Mosaik

Myeloische Leukamie bei Down Syndrom
Transiente Leukamie bei Trisomie 21 (TL)

GATA1 Mutation
GATA1 Mutation




1.1.6 Immunologie

Durch die Immunphanotypisierung erfolgt zunachst die Linienzuordnung jeder akuten
Leukamie.

Fur die Diagnose der AML ist der Nachweis von mindestens zwei myeloischen Antigenen
[CD13, CD14, CD15, CD33, CD64, CD65, zytoplasmatische Myeloperoxidase (MPO)]
gefordert (siehe Tabelle 2).

Die Abgrenzung der malignen Blasten von Zellen und Progenitoren der normalen
Myelopoese beruht auf der asynchronen, atypischen oder linienaberranten Expression
von Oberflachen- oder zytoplasmatischen Antigenen der Hamatopoese (Langebrake et
al.,, 2005; Sievers et al., 2003). Die asynchrone Antigenexpression umfasst den
gleichzeitigen Nachweis stammzellassoziierter Antigene, z.B. CD34 (Stammzellantigen)
oder CD117 (Stammzellfaktorrezeptor-Antigen) mit linienspezifischen Antigenen spaterer
Differenzierungsstadien. Bei der atypischen Antigenexpression kommt es zu einer Uber-
oder Unterexpression verschiedener Antigene (Ossenkoppele et al., 2011; Sievers et al.,
2003). Die aberrante Expression linienfremder Antigene umfasst den Nachweis von
lymphozytédren Markern wie z.B. CD2, CD4, CD7, CD19 und CD56 auf primar
myeloischen Blasten (Abdelhaleem, 2007).

Tabelle 2

Immunologische Klassifikation der AML (modifiziert nach EGIL) (Creutzig und Reinhardt, 2013)
(TdT = Terminale desoxynucelotidyl Transferase, Ly = Lymphoid-Antigen Positivitat, MPO =
Myeloperoxidase)

Typ Antigenexpression

MPO+, CD13+, CD33+, CD15+, CD65+, CD117+(c-kit)-

AU PO DL D (Minimalkriterien: mind. 2 Marker positiv)

Monozytare Differenzierung CD14 (CD11c, CD64, CD4low)
Erythrozytare Differenzierung Glykophorin A+ (Kombination CD45neg/CD36/CD71)
Megakaryozytire Differenzierung CD61, CD42b, CD41

Minimalkriterien, kein Nachweis von CD3, CD19, CD20,

Undifferenzierte AML CD22 (neg. Zytochemie)

TdT + AML Minimalkriterien und nur TdT+

Minimalkriterien und <2 Markern: CD10, CD19, CD79a,
Ly + AML CD7, CD1, CD2, CD3, (CD5, CD8, CD20); keine
ausreichenden Kriterien fir BAL
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1.1.7 Therapie

Die Therapie der AML bei Kindern erfolgt Giberwiegend in nationalen und internationalen
Studien. In Deutschland werden 99,3 % aller Kinder, die an einer Leukamie,
myeloproliferativen oder myelodysplastischen Erkrankung leiden im Alter von O bis 14
Jahren in einer Studie behandelt (Kaatsch, 2015). Seit 1978 werden in Deutschland
multizentrische Therapiestudien fir die AML im Kindesalter durchgefiihrt (Creutzig et al.,
1990). Fir die akuten myeloischen Leukamien bei Kindern und Jugendlichen sind in
Deutschland, Osterreich, Tschechien und im deutschsprachigen Teil der Schweiz die
AML-BFM-Studien die fast ausschlieRlich angewandten Therapiekonzepte. In den AML-
BFM- Studien 87, 93 und 98 konnten durch Steigerung der Therapieintensitat, durch
Stratifizierung in Standard- und Hochrisikogruppen, durch Optimierung der Therapie und
der supportiven Therapie die 5-Jahres Uberlebenschancen von Kindern mit AML (iber die
Jahre deutlich verbessert werden (Creutzig et al., 2005).

Das Ziel der Therapie ist die Heilung der Patienten und die Senkung des Risikos eines
Rickfalls durch Beseitigung der leukdmischen Blasten und die nachfolgende
Regeneration der normalen Hamatopoese. Sowohl die AML-BFM Studie 2004 als auch
die meisten europaischen Studien arbeiten inzwischen mit Risikogruppen- adaptierten
Protokollen (ter Bals und Kaspers, 2005).

In der AML-BFM Studie 2004 erfolgt die Therapiestratifizierung in eine der Risikogruppen
an Tag 15 der Therapie. Es wird nach den AML Subtypen, dem Therapieansprechen an
Tag 15 und dem Nachweis einer FLT-3-ITD stratifiziert. Die Standardrisikogruppe und die
Hochrisikogruppe unterscheiden sich hinsichtlich der Therapie (Creutzig et al., 2013).
Zunachst wird mit der intensiven Induktionschemotherapie (ADXE/AIE und AI/HAM) eine
komplette Remission (CR) angestrebt. Darauf erfolgt die Postremissionstherapie
bestehend aus Konsolidierungs- und Intensivierungsblécken (haM oder Al/2-CDA oder Al)
sowie (HAE oder haM und HAE) zusammen mit einer ZNS-Prophylaxe. Anschlielend
erfolgt die Gabe einer weniger intensiven Erhaltungs-/Dauertherapie (Cytarabin und
Thioguanin) (Creutzig et al., 2005). Eine allogene Stammzelltransplantation kann in
wenigen Fallen, wie zum Beispiel bei fehlendem Therapieansprechen nach der 2.
Induktion mit Blastenpersistenz oder anhaltender Aplasie notwendig werden.

Die Therapieprotokolle der verschiedenen Studiengruppen haben als gemeinsame
Therapieelemente die Chemotherapeutika Cytarabin und Anthrazyklinderivate. So
empfiehlt das St. Jude Hospital in Memphis, USA, im AML-97 Protokoll eine Prainduktion
mit Cladribin/Cytarabin, die Induktion mit zwei Kursen Daunorubicin, Cytarabin und
Etoposid (DAV) und eine Konsolidierung mit Hochdosis Cytarabin und L-Asparaginase
(HDAC/Asp), Mitoxantron und Cytarabin (Ribeiro et al., 2005). Es enthéalt, wie die meisten
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Protokolle, keine an die Konsolidierung anschlieRende Dauertherapie. Eine allogene SZT
von einem verwandten oder eine alternativen Spender wird bei der Intermediar-
Risikogruppe und der Hochrisikogruppe geprift bzw. ist ebenfalls eine Mdoglichkeit fir
Patienten der Standardrisikogruppe in zweiter Remission.

Das britische MRC-AML10 Protokoll beginnt die Induktion mit zwei Kursen niedrig
dosiertem Cytarabin, Daunorubicin und Thioguanin (DAT) versus Cytarabin, Daunorubicin
und Etoposid (ADE). Die Konsolidierung erfolgt mit Amsacrin/Cytarabin/VP16 und
Mitoxantron/Cytarabin. Nach der Konsolidierung erfolgt bei passendem Spender eine
allogene SZT und bei nicht vorhandenem Spender eine autologe SZT oder keine weitere
Therapie (Stevens et al., 1998).

Das skandinavische Protokoll der NOPHO-AML 93 Studie startet die Induktionstherapie
mit Thioguanin/araC/VP16/Doxorubicin und Mitoxantron/ Cytarabin. Die Konsolidierung
erfolgt mit Hochdosis Cytarabin (HDAC) und Mitoxantron sowie VP16 (Molgaard-Hansen
etal, 2011).

Die Indikation zur ZNS-Prophylaxe mittels Bestrahlung und die Dauertherapie treffen nicht
auf alle Risikogruppen und Therapieprotokolle zu. Auch ist die AML-BFM Studie eine der
wenigen, die eine Dauertherapie als Therapieelement beibehalt (ter Bals und Kaspers,
2005).

1.1.8 Prognose

Die Prognose der AML hat sich in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert, aktuell
betragt die 5-Jahresiiberlebensrate 74% (Reinhardt et al., 2004). Die Verbesserung der
Uberlebensrate in den letzten Jahren wurde vor allem durch intensivierte Chemotherapie
und verbesserte supportive Therapie erreicht. Aufgrund besser geschultem Personal und
Etablierung eines Therapiestandards in das Therapieprotokoll bei akuten Infektionen
wahrend der Therapie, konnte die infektionsassoziierte Mortalitat Uber die Jahre
(Untersuchungszeitraum AML-BFM Protokoll 1993 bis AML-BFM Protokoll 2004)
signifikant von 5,4% auf 1,5% gesenkt werden (Bochennek et al., 2016). Eine weitere
Senkung der Rezidivrate und der therapiebedingten Mortalitat ist dementsprechend das
Ziel fur zuklnftige Studien.

Als Hauptprognosefaktoren fiir die Einschatzung des Krankheitsverlaufes galten in der
aktuell abgeschlossenen Studie AML-BFM 2004 die Morphologie in Kombination mit der
Zytogenetik und Molekulargenetik sowie das Therapieansprechen.

Patientenbezogene Risikofaktoren stellen ebenfalls wichtige prognostische Kriterien dar.
Zu ihnen zahlen Alter, Geschlecht, Ethnie und BMI (body mass index). Es konnte gezeigt

werden, dass sowohl Kinder mit Unter- als auch mit Ubergewicht ein verringertes
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Uberleben aufweisen (Radhi et al., 2010). Eine unglinstige Prognose ist mit einem
schlechten initialen Allgemeinzustand, initialer systemischer Infektion und einer
Einschrankung der Nierenfunktion assoziiert. Die Hyperleukozytose ist in verschiedenen
internationalen Studien als unabhangiger Prognosefaktor identifiziert worden. Auch in den
AML-Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) Studien ist die Hyperleukozytose mit einem hohen
Risiko fir einen friihen Tod innerhalb der ersten 42 Tage nach Therapiebeginn (ED)
assoziiert (Creutzig et al., 1999).

Das Therapieansprechen mit Nachweis der Blastenreduktion im Knochenmark nach dem
ersten Induktionsblock ist ein weiterer wichtiger Prognosefaktor. Man weil inzwischen,
dass Patienten mit 5 — 15% Blasten nach der 1.Induktion eine bessere Prognose als
Patienten mit 15 — 20% oder sogar ber 20% Blasten zu diesem Zeitpunkt haben. Des
Weiteren erreichen deutlich mehr Patienten mit 5 — 15% Blasten eine Remission nach der
2. Induktion als die Patienten mit einem Vorliegen von Uber 15% Blasten. Sogar bei
Erreichen einer Remission nach der 2. Induktion war ihre Prognose deutlich schlechter
(Meshinchi und Arceci, 2007; Radhi et al., 2010). Somit ist ein schnelles
Therapieansprechen nach der Induktion ein unabhangiger Parameter fir eine hoéhere
Uberlebensrate. Die Persistenz héherer Blastenanzahlen nach dem zweiten
Induktionsblock ist in der AML-BFM Studie 2004 eine Indikation zur allogenen
Stammzelltransplantation (SZT).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine logarithmische Abnahme der Zellen mit
einem positiven Leukdmie  assoziierten Phanotyp  (LAIP-pos.) in  der
Immunphanotypisierung von Tag 1 bis Tag 16 der Therapie direkt mit der
Wabhrscheinlichkeit des Erreichens von Remission, dem ereignisfreien Uberleben und

dem Gesamtuberleben positiv korreliert (Bacher et al., 2009).

1.1.8.1 Immunologische Risikofaktoren

Ein moglicher immunologischer Risikofaktor ist das Integrin VLA-4 (CD49a/CD29). Die
Childrens Oncology Group fand heraus, dass fir eine Gruppe von Patienten in der
Standardrisikogruppe und in der Niedrigrisikogruppe eine hohe VLA-4 Expression zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung mit einem besseren klinischen Ergebnis assoziiert ist. Des
Weiteren zeigte sich, dass eine niedrige VLA-4 Expression einen unabhangigen
Vorhersagefaktor darstellt ein Rezidiv zu erleiden. Somit bietet das Integrin VLA-4
(CD49a/CD29) die Moglichkeit, Patienten ohne zyto- oder molekulargenetische

Risikofaktoren zu stratifizieren (Walter et al., 2010).
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1.1.8.2 Zytogenetische Risikofaktoren

Die vielfaltigen genetischen Veranderungen der leukdmischen Blasten der AML spiegeln
die Diversitat der Erkrankung wieder.

Nur bei 20% der Kinder mit AML sind keine strukturellen und/oder numerischen
chromosomalen Veranderungen nachweisbar (Radhi et al., 2010).

In der AML-BFM 98 Studie wurden die zytogenetischen Veranderungen in gunstige,
intermedidre und unglnstige Veranderungen hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung
eingeteilt. Eine gunstige prognostische Bedeutung haben folgende Aberrationen in den
leukamischen Blasten: Translokation 1(8;21)(q22;q22) und/oder der Nachweis des
Fusiongens AML1/ETO, Translokation t(15;17)(p22;921) und/oder der Nachweis des
Fusiongens PML/RARa und Inversion inv(16)(p13;q22) und/oder der Nachweis des
Fusiongens CBFB/MYH11. Meshinchi et al. zahlt noch die Translokation t(16;16) zu den
glinstigen Aberrationen (Radhi et al., 2010; von Neuhoff et al., 2010).

Zu den intermedidren zytogenetischen Veranderungen zadhlen: Aberrationen von 7q,
Trisomie 8 ohne das Vorliegen weiterer ginstigerer zytogenet. Verdnderungen,
Veranderungen am Chromosom 5 ohne das Vorliegen weiterer glinstigerer zytogenet.
Veranderungen. MLL assoziierte Veranderungen: t(9;11) ohne zusatzliche
Veranderungen und t(11;19) und Patienten mit einem normalen Karyotyp und nicht weiter
klassifizierten Veranderungen (von Neuhoff et al., 2010). Grimwade et al. rechneten noch
weitere Veranderungen der intermediaren Gruppe zu: 1(3;5)(921~25;9031~35), +8,
+21,+22, 11923 (MLL-)assoziierte Veranderungen, del(9q), del(7q) (Grimwade et al.,
1998).

Von einer unglinstigen prognostischen Bedeutung wird bei folgenden Veranderungen
ausgegangen: MLL assoziierte Veranderungen: t(9;11) mit zusatzliche Veranderungen,
MLL assoziierte Veranderungen die nicht t(9;11) oder t(11;19) betreffen. Monosomie 7,
Veranderungen 12p betreffend ohne zusatzliche gulinstige genetische Verdnderungen
sowie komplexe Karyotypen. Sehr seltene unglinstige Aberrationen sind: 1(9;22)(q34;q11),
t(8;16)(p11;p13), 1(6;9)(q23;934), t(7;11)(p15;p15), t(7;12)(q36;p13) (von Neuhoff et al.,
2010).

Manola und Grimwade zahlen noch die Translokationen t(4;11), t(5;11), 1(6;11), t(10;11),
t(6;9) zu den ungiinstigen Veranderungen (Grimwade et al.,, 1998; Grimwade, 2012;
Grimwade und Hills, 2009; Manola, 2009).

Nicht nur eine prognostische Bedeutung hat der Karyotyp t(15;17)(g22;q12~21) bei der
akuten Promyelozyten-Leukdmie (APL), sondern auch eine wichtige Bedeutung
hinsichtlich der Behandlung. Durch die Therapie mit ATRA ist die Heilungsrate bei der
APL eine der hdchsten aller AML-Subtypen. Ahnliches gilt fir Leuk&dmien mit dem
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Karyotyp t(8;21, inv(16), t(15/17), t(1;11) bei denen sich die Prognose ebenfalls
verbessert hat und das pOS in der AML-BFM 2004 Studie bei 88 + 2% lag. Fur die
Patienten mit normalem Karyotyp oder den Veranderungen t(9;11) lag das pOS bei 64 +
2% und fur Patienten mit unginstigen genetischen Veranderungen wie t(4;11), t(5;11),
t(6;11), t(10;11), 1(6;9), t(7;12), 1(9;22) Monosomie 7 oder komplex aberrantem Karyotyp
lag das pOS bei 56 + 5% (Reinhardt et al., 2012).

1.1.8.3 Molekulargenetische Risikofaktoren

Molekulargenetische Veradnderungen sind zur prognostischen Einschatzung besonders
der zirka 20% Patienten mit einem normalen Karyotyp relevant (Marcucci et al., 2011;
von Neuhoff et al., 2010). In dieser Patientengruppe konnten einige molekulargenetische
Veranderungen mit prognostischer Bedeutung nachgewiesen werden. Das FTL3-Gen
(Fms-like tyrosine kinase 3) kodiert fiir eine Tyrosin-Rezeptorkinase, die vor allem von
hamatopoetischen Zellen exprimiert wird. Die prognostische Bedeutung einer Mutation
dieses Gens wird noch diskutiert, wobei Studien darauf hindeuten, dass das Vorliegen mit
einem hoheren Rezidivrisiko bei Kindern und einem schlechteren Gesamtuberleben
assoziiert ist (Grimwade und Hills, 2009). Vieles deutet darauf hin, dass die unglnstige
prognostische Bedeutung von der Hohe der Expression des FLT3-ITD abhangt (Marcucci
et al., 2011; Radhi et al., 2010).

Mutationen des Nukleophosmin-Gens (NPM1) finden sich ebenfalls vor allem bei
Patienten mit normalem Karyotyp und kommen wie die FLT3-Mutationen sowohl bei
Erwachsenen als auch bei Kindern mit einer AML vor (Krstovski et al. 2010). Es konnte
gezeigt werden, dass Patienten mit einer NPM1-Mutation ohne gleichzeitiges Vorliegen
einer FLT3- Mutation eine signifikant bessere Prognose und somit ein verbessertes
Uberleben haben als Patienten, die entweder eine NPM1-und FLT3-Mutation oder nur
eine FLT3-Mutation oder keine dieser beiden Mutationen aufweisen (Krstovski et al.,
2010; Marcucci et al., 2011; Radhi et al., 2010; Thiede et al., 2006).

Mutationen des CCAAT/enhancer-binding protein-alpha Gens (CEBPa) stellen einen
prognostisch gunstigen Faktor bei Patienten mit normalem Karyotyp, unabhdngig vom
Alter dar (Radhi et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass CEBPa-Doppel-Mutationen
sowohl fiir das Uberleben als auch fir die kumulative Inzidenz hinsichtlich des
Rezidivrisikos einen unabhangigen Prognosefaktor darstellen (Ho et al., 2009).

Die prognostische Relevanz der MLL-PTD-Mutationen ist noch nicht eindeutig. In der
Mehrzahl war das Vorkommen einer MLL-Mutation bei Erwachsenen mit einem

schlechteren Endergebnis assoziiert (Whitman et al., 2007).
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Fir eine niedrige Expression der Mutation des WT1-Gens wird eine glnstige Prognose
diskutiert. Eine hohe Expression bei normalem Karyotyp scheint mit einer unginstigen
Prognose einherzugehen (Miyagawa et al., 1999; Trka et al., 2002).

Die Mutationen des c-KIT-Rezeptor Gens zeigten bisher keine prognostische Bedeutung
fur die kindliche AML (Radhi et al., 2010).

Weitere Mutationen sind: NRAS, KRAS, PTPN11, RUNX1 und TP53. Bisher werden diese
Mutationen in der Risikostratifizierung nicht verwendet und ihre prognostische Bedeutung

ist derzeit noch unklar (Marcucci et al., 2011).
1.1.8.4 Epigenetische Risikofaktoren

Eine weitere Rolle als Risikofaktoren scheinen Aberrationen epigenetisch modifizierender
Gene in der DNA-Methylierung und Histon-Modifikation zu spielen. Dazu gehdéren die
Ten-Eleven Translokation 2 (TET2), Isocitratdehydrogenase 1 (IDH1), Isocitratdehydro-
genase 2 (IDH2), Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2), DNA (Cytosin-5)-
Methyltransferase 3 Alpha (DNMT3A) und Additional Sex Combs-like-1 (ASXL1).

Zum jetzigen Zeitpunkt sind sie aufgrund ihres seltenen Vorkommens in der kindlichen
AML in der Routinediagnostik nicht etabliert (Valerio et al., 2014).

1.1.8.5 Krankheitsbezogene Prognosefaktoren

Aufgrund der Heterogentitdt der AML liegt ein unterschiedliches Therapieansprechen
einzelner AML Subtypen vor.

In den AML-BFM Studien 1998/2004 wird zwischen einer Standard- und einer
Hochrisikogruppe  unterschieden. Der  Standardrisikogruppe wird die AML
t(15;17)(922;912) zugeordnet, welche seit der Einfilhrung der Differenzierungsinduktion
mit all-trans-Retinsdure (ATRA) eine sehr glinstige Prognose mit einem pOS von Uber
93% = 5% hat. Des Weiteren wird die AML bei Down-Syndrom in der
Standardrisikogruppe gefiihrt, wobei fir diese Form der AML Sonderregeln hinsichtlich
der Therapie, Intensitat und Durchfiihrung gelten. Die akuten myeloischen Leukamien mit
der Zytogenetik t(8;21) und inv(16) begannen ebenfalls im Standardrisikoarm und wurden
je nach Therapieansprechen an Tag 15 (Blasten <5%) in diesem weitergefiihrt oder in die
Hochrisikogruppe stratifiziert. Insgesamt liegt das pOS der AML FAB M1 bei 56% + 4%,
wobei Patienten mit Nachweis von Auerstabchen oder einer t(8;21) und gutem initialen
Therapieansprechen eine guinstigere Prognose haben (Reinhardt et al., 2004).

Die anderen akuten myeloischen Leukdmien wurden in den AML-BFM Studien 98/2004
von Therapiebeginn an im Hochrisikoarm gefiihrt. Die Prognose dieser Gruppe variiert

abhangig von der jeweiligen Genetik, extramedulldren Leukdmiemanifestationen und bei
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schlechtem initialen Therapieansprechen deutlich. Daher liegt in dieser Gruppe das pOS
bei 54% + 3%.

1.2 Minimale Resterkrankung (minimal residual disease, MRD)

Die minimale Resterkrankung ist definiert als das Vorkommen leukdmischer Zellen in
submikroskopischen Bereichen im Knochenmark von Patienten, bei denen
zytomorphologisch zum selben Zeitpunkt keine leukdmischen Blasten nachweisbar sind.
Man unterscheidet die MRD, die sich im Verlauf des Ansprechens auf die ersten
Behandlungszyklen kinetisch nachweisen lasst, von der MRD, die zu einem unbekannten
Zeitpunkt nachweisbar ist, bevor eine offene Rezidiverkrankung diagnostiziert werden
kann. Die erste Form kann in die zweite Ubergehen.

Der Nachweis der minimalen Resterkrankung im Verlauf der ersten Behandlungszyklen
gilt als wesentlicher prognostischer Faktor bei der AML und entwickelt sich zu einem
entscheidenden Parameter flir eine optimierte risikoadaptierte Therapiestratifizierung
(Campana, 2010; Kern et al., 2008; Ossenkoppele et al., 2011;Rizzari et al., 2011;van
Rhenen et al., 2007; Varma und Naseem, 2011; Xu et al., 2013). Verschiedene Studien
weisen darauf hin, dass das Vorhandensein residualer leukédmischer Zellen im Verlauf der
Induktionstherapie mit einer hdheren Rezidivwahrscheinlichkeit und einer schlechteren
Prognose einhergeht (Kern und Haferlach, 2005; Mandrell und Pritchard, 2006; Sievers et
al.,2003; van der Velden et al., 2010). Dies betrifft nicht nur den Zeitpunkt nach der
Induktionstherapie, sondern den gesamten Therapieverlauf einschlieRlich vor einer
geplanten Stammzelltransplantation (SZT). Patienten mit einer MRD vor SZT haben somit
gleichfalls eine hohere Rezidivwahrscheinlichkeit und eine schlechtere Prognose (Walter
et al., 2011; Walter et al.,, 2014). Nichtdestotrotz wird die MRD vermehrt zur
Indikationsstellung einer SZT im Verlauf herangezogen (Hasle, 2014). Sievers et al.
beschreiben den Nachweis von leukdmischen Blasten nach der Induktionstherapie mittels
der Durchflusszytometrie als den starksten unabhangigen prognostischen Faktor
hinsichtlich eines schlechten Verlaufes. Die Ergebnisse der Studien legen nahe, dass eine
Reduzierung der minimalen Resterkrankung durch eine frihzeitige Therapieintensivierung
die ungunstige Prognose der minimalen Resterkrankung verringert (Campana, 2010).
Aufgrund der Heterogenitat der AML konnten bislang noch keine allgemein giiltigen und
anwendbaren Grenzwerte definiert werden (Xu et al., 2013). In der Studie der Children’‘s
cancer group von 2003 wird die Nachweisgrenze bei 0,5% Blasten mit aberranten
Oberflachenantigenen festgelegt. Des Weiteren variieren die Zeitpunkte wahrend der
Therapie, an denen die Untersuchungen des Knochenmarks und des peripheren Blutes

durchgefiihrt werden. Am haufigsten wird eine Untersuchung des MRD-Levels nach der
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Induktionstherapie durchgefiihrt. Einige Studiengruppen untersuchen das Knochenmark
zusatzlich im weiteren Therapieverlauf nach der Konsolidierung (Buccisano et al., 2009;
Langebrake et al., 2006; Mandrell und Pritchard, 2006; Sievers et al., 2003).

Der Nachweis von Blasten wahrend der Induktionstherapie erfolgt mittels der
morphologischen Begutachtung, wobei bei dieser Methode die Nachweisgrenze bei 5%
Blasten liegt (Mandrell und Pritchard, 2006). Molekularzytogenetische Methoden mit
hoherer Sensitivitat werden ebenfalls haufig eingesetzt (Kern et al., 2010; Reinhardt et
al., 2012).

Die vorliegende Arbeit beschatftigt sich vorrangig mit der Immunphanotypisierung, da trotz
einer hohen Sensitivitdt der PCR-Analyse (Polymerase-Kettenreaktion-Analyse) die AML-
spezifischen Marker derzeit bei nur zirka 60% der Patienten vorhanden sind (Grimwade et
al., 2016; Ivey et al., 2016; Kern et al., 2010). Demgegeniiber wird hinsichtlich der
multiparametrischen Immunphanotypisierung ein Vorkommen von leukamieassoziierten
Immunphanotypen bei etwa 90-94% der Patienten diskutiert (Al Mawali et al., 2008;
Campana, 2010; Mandrell und Pritchard, 2006; Ossenkoppele et al.,, 2011). Die
Sensitivitat der Immunphanotypisierung ist mit 10 - 10 geringer, was vor allem darauf
beruht, dass die Definition leukdmischer Blasten aus der asynchronen Antigenexpression
oder der Expression aberranter Antigene entsteht und dass nicht bei jeder AML
ausreichend viele und eindeutige Parameter verfugbar sind (Al Mawali et al., 2008). Des
weiteren ist die Sensitivitdt abhdngig von der Materialmenge, die bei Kindern haufig sehr
beschrankt ist, insbesondere, wenn es sich um einen Punktionszeitpunkt handelt, an dem
eine Aplasie des Knochenmarks vorliegt. Eine Einschrankung ergibt sich daraus, dass
regenerative myeloische Blasten ebenfalls aberrante Antigenexpressionsmuster in
geringer Konzentration aufweisen kdnnen (Campana, 2008).

Die Datenlage zur immunphéntotypischen MRD-Untersuchung bei Kindern mit AML ist
nach wie vor sehr limitiert. Voraussetzungen fur die Vergleichbarkeit verschiedener
Studienergebnisse sind die Standardisierung und die Vereinheitlichung der Methode
sowie Definitionen bezliglich der Anwendbarkeit der Immunphanotypisierung zur frihen
Diagnose eines Rezidivs. Ebenfalls beeinflussen unterschiedliche Therapiekonzepte die
Ergebnisse der MRD-Analysen. Abhangig von den Studiengruppen wird MRD ab einem
Vorkommen von 0,1% Zellen mit einem Leukamie assoziierten Immunphanotyp definiert
(Campana 2010; Kern et al.,, 2008; van der Velden et al.,, 2010). In der in St. Jude
durchgefihrten AMLO2 Studie unterteilt Campana die minimale Resterkrankung in ,low
level®, was den Bereich 0,1% bis < 1% leukdmischen Blasten umfasst und ,high level®, bei
dem die Grenze bei = 1% liegt (Campana, 2010). Es scheint, als hatten Patienten mit =

1% leukamischer Blasten unter der Therapie ein hoheres Risiko, ein Rezidiv zu erleiden
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als Patienten mit einer ,low level* MRD (Campana, 2010). Des Weiteren wird diskutiert,
ob die frihe Selektion von Patienten, die unter der Therapie detektierbare leukamische
Blasten aufweisen, bei denen somit eine minimale Resterkrankung vorliegt, von einer
zusatzlichen Therapieintensivierung oder einer Stammzelltransplantation in erster CR
profitieren kénnten (Mandrell und Pritchard, 2006; Sievers et al., 2003). Aus diesem
Grund ist die standardisierte immunphanotypische Detektion der minimalen
Resterkrankung in padiatrischen klinischen Therapiestudien der AML von herausragender

Bedeutung fir die Stratifizierung (Kern et al., 2008; Miyagawa et al., 1999).
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2 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Beantwortung folgender Fragen:
1. Wie verhalten sich die Ergebnisse der morphologischen Untersuchung an Tag 28

in Bezug zu den immunphanotypischen Ergebnissen an Tag 287

2. Kann hinsichtlich der Blastenpopulationen zwischen regenerativen und

leukamischen Blasten an Tag 28 unterschieden werden?

3. Hat die Beurteilung des Therapieansprechens bzw. das Vorliegen einer minimalen

Resterkrankung an Tag 28 eine prognostische Relevanz?
4. Welche Bedeutung hat die Therapiestratifizierung an Tag 28 unter Zuhilfenahme

der Morphologie und Immunphanotypisierung bei den nach 2006 behandelten

Patienten?
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

In diese Untersuchung wurden insgesamt 952 Patienten aus der Therapiestudie AML-
BFM 98 (n=463) und der Therapiestudie AML-BFM 2004 (n=489) aufgenommen. Vom
01.07.1998 bis 31.08.2009 konnten fir 699 Patienten die Daten ausgewertet werden. In

dem Zeitraum vom 01.01. 2006 bis 31.08.2009 wurden 258 Patienten untersucht.

Ausgeschlossen wurden Kinder mit akuter Promyelozytenleukamie (n=41) sowie Kinder
mit einer myeloischen Leukamie bei Down Syndrom (n= 120). Des Weiteren Kinder bei
denen per Definition ein Frihtod (early death) (n=24) vorlag, d.h. Tod vor mdglicher
Beurteilung des Ansprechens oder innerhalb von 42 Tagen nach Therapiebeginn, sowie
Patienten mit unvollstandigen Daten (n=68) wie z.B. fehlende morphologische und

immunologische Befunde an Tag 28, fehlende Informationen Uber den Therapieverlauf

und das Resultat der Therapie.

3.1.1 Patientenauswabhl fiir die morphologische Untersuchung an Tag 28

Eingeschlossen wurden 952 Patienten aus Deutschland und Osterreich, die die
Aufnahmekriterien der Therapiestudien AML-BFM 98 und 2004 erfiillten.
1. Einschlusskriterien der Therapiestudie AML-BFM 98

Alter: 0 — 18 Jahre

Bestatigte Diagnose einer primaren AML durch das Referenzlabor
Schriftliches Einverstandnis der Patienten und/oder der
Sorgeberechtigten

Diagnosestellung zwischen dem 1.7.1998 — 30.06.2003

2. Ausschlusskriterien der Therapiestudie AML-BFM 98

Zweitmalignom

Myelosarkom

Eine Begleiterkrankung Iasst keine Therapie zu

Vorbehandlung >14 Tage oder andere intensive Vorbehandlung
Ablehnung der Protokolltherapie durch den Patienten bzw. die

Sorgeberechtigten

3. Einschlusskriterien der Therapiestudie AML-BFM 2004

Diagnosezeitraum 1.3.2004 — 01.12.2009
Alter: 0 — 18 Jahre

Bestatigte Diagnose einer primaren AML durch das Referenzlabor
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» Schriftliches Einverstandnis der Patienten und/oder der

Sorgeberechtigten
4. Ausschlusskriterien der Therapiestudie AML-BFM 2004

* Zweitmalignom

* Eine Begleiterkrankung I&sst keine Therapie zu

* Vorbehandlung >14 Tage oder andere intensive Vorbehandlung

* Ablehnung der Protokolltherapie durch den Patienten bzw. die
Sorgeberechtigten

e Schwangerschaft

3.1.2 Patientenauswabhl fiir die durchflusszytometrische Untersuchung an Tag 28
nach Therapiebeginn

Das Knochenmark von 195 Patienten wurde mittels Immunphanotypisierung untersucht,

von denen 3 Proben nicht beurteilbar waren.
3.2 Proben

Fir die zytomorphologischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde
natives, heparinisiertes Knochenmark verwendet, welches bei der Diagnosestellung und
zu den Therapiezeitpunkten Tag 15, Tag 28 und Tag 42 - 56, gewonnen wurde (s. Kapitel
3.3.1, Abbildung 1)

3.3 Therapiestudie AML-BFM 1998

Die Therapiestudie AML-BFM 1998 war eine offene, multizentrische, randomisierte
kooperative Studie zur Therapie und Therapieoptimierung der akuten myeloischen
Leukamie bei Kindern. Der Therapieplan erstreckte sich auf eine Dauer von 1,5 Jahren
und umfasste finf Chemotherapieblécke, eine Dauertherapie und eine prophylaktische
oder therapeutische Radiotherapie.

Es wurden drei Randomisierungen durchgeflhrt:

Randomisation I: Gabe von G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor)
Randomisation II: 6-wochige Konsolidierung vs. Blocktherapie
Randomisation Ill:  Schadelbestrahlung 12 Gy vs. 18 Gy

Ausnahmen: Patienten mit FAB M3 erhielten kein G-CSF und Patienten mit M.Down keine

Schédelbestrahlung.
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3.3.1 Therapieplan

Ind. 1 Ind. 2 Konsolidierung
12 Gy
AIlE HAM Hp/vp | RANAIIL |00 e 6
) . y
12 mo nicht M 3 Rand Il
und DS ——
Al haMm Dauertherapie
1 Jahr +
z\ i.th. Ara-C**
.U, —— — — —
Randl * [ocse”  # [ocse p
- \ B \J > \J \J Fos
Tag 1 15 21-28 42-56 112 140 360 540
MRD MRD MRD MRD MRD MRD KMP

*Randomisiert G-CSF von Tag 15 fur 5- 8 Tage, jedoch nicht bei Patienten mit > 5% Blasten Tag 15.
Nach HAM ab Tag 15 bis Neutrophilenanstieg >500/mm°.

**Zusatzlich zu den i.th. Ara.C.Gaben wahrend d. intensiven Chemotherapie: Ara.C i.th. 1x/Woche
4 Gaben am Anfang der Dauertherapie.

Bei Nachweis eines klonalen Markers (positiver MRD-Befund)r@ Zusatzblock

' obligate KMP / MRD 0 bei Blastenpersistenz ODel initialem Nachweis eines klonalen Markers

Abbildung 1 Ubersicht Therapieplan AML-BFM 98

Die 1. Induktion erfolgte mit Cytarabin (A), Idarubicin (I) und Etoposid-Phosphat (E) zur
Reduktion der leukdmischen Blasten, siehe Abbildung 1.

Abhangig vom Allgemeinzustand, der Regeneration der Hdmatopoese und der Anzahl
der Blasten im Knochenmark erhielten die Patienten die Intensivierung mit Hochdosis-
Cytarabin (HA) und Mitoxantron (M) ab Tag 15 oder Tag 28.

Die Konsolidierung erfolgte 4 Wochen nach Beginn der 2.Induktion entweder mit der
Gabe von Prednisolon, Thioguanin, Vincristin, Idarubicin, Cyclophosphamid und Cytarabin
Uber 6 Wochen oder als Blocktherapie. Als Blécke wurden Cytarabin (A) und Idarubicin (1)
gegeben, gefolgt von Hochdosis-Cytarabin (ha) und Mitoxantron (M). Die Patienten der
Standardrisikogruppe erhielten alle 2-4 Wochen nach der Konsolidierung einen
Intensivierungsblock mit Hochdosis-Cytarabin (HA) und Etoposid-Phosphat (E). Patienten
der Hochrisikogruppe mit >5% Blasten vor der Stammzelltransplantation (SZT) erhielten
diesen Intensivierungsblock ebenfalls.

Die prophylaktische Schadelbestrahlung erfolgte nach der Randomisierung mit 12 oder 18
Gy und bei Patienten im Alter von 1-2 Jahren mit 12 oder 15 Gy.

ZNS-negative Patienten erhielten 12x Cytarabin intrathekal zu folgenden Zeitpunkten:
initial an Tag 0 und Tag 8 der Induktion, an Tag 6 von Block HAM (Hochdosis Cytarabin

und Mitoxantron) und wahrend der Konsolidierung an Tag 1, 15, 19 und 43 sowie im
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Block Al an Tag 0 und Tag 6 und wahrend des haM-Blockes (mittelhochdosiertes
Cytarabin und Mitoxantron) an Tag 6 und 15. Im Zeitraum der Intensivierung an Tag 6
und in der Bestrahlung an Tag 1, 8, 15 und 22. Patienten mit primarem ZNS-Befall
erhielten eine Bestrahlung mit 18 Gy und initial intrathekale Cytarabingaben in
wochentlichen Abstanden bis einmal Uber die Liquorsanierung hinaus (mind. 3-malige
Gabe).

Die Dauertherapie begann nach der Regeneration des Knochenmarks nach dem letzten
Chemotherapieblock etwa 4 Wochen nach Ende der Intensivtherapie und sah die Gabe
von 6-Thioguanin und Cytarabin Gber 12 Monate vor.

Eine Indikation zur allogenen HLA-identischen Stammzelltransplantation (SZT) bestand
bei Patienten der Hochrisikogruppe mit identischem Geschwisterspender. Die SZT

erfolgte in 1.CR nach der 6-wéchigen Konsolidierung (Al und haM).

3.3.2 Risikoeinteilung

In die Standardrisikogruppe wurden alle Patienten mit AML FAB M3/t(15;17), AML FAB
M1/2 mit Auerstdbchen, AML FAB M4eo sowie AML mit {(8;21) und AML mit inv(16)
stratifiziert. Bei einem Nachweis von 25% Blasten an Tag 15 erfolgte die Umgruppierung
in die Hochrisikogruppe (ausgenommen AML FAB M3/t(15;17)).

Alle anderen Patienten wurden der Hochrisikogruppe zugeteilt. Die Risikogruppen
unterschieden sich in der Therapieempfehlung hinsichtlich der Indikation zur

Stammzelltransplantation (SZT).

3.4 Therapiestudie AML-BFM 2004

Die Therapiestudie AML-BFM 2004 war eine offene, multizentrische, randomisierte,
kooperative Studie zur Therapie und Therapieoptimierung der akuten myeloischen
Leukédmie bei Kindern. Die regulare Therapie umfasste die Induktion, Konsolidierung,
Intensivierung und Dauertherapie sowie eine prophylaktische Radiotherapie.

Abhéngig von der Risikostratifizierung sah man fiur die Patienten in der
Standardrisikogruppe etwa 17 Monate und fiir die Patienten in der Hochrisikogruppe etwa
19 Monate Therapiedauer vor. Es wurden drei Randomisierungen durchgefiihrt. Der Plan
der Studie entsprach einem dreifaktoriellen Parallelgruppendesign.

Die 1. Randomisierung [ARA-C (A), liposomales Daunorubicin (Dx) und Etoposid-
Phosphat (E) vs. ARA-C (A), Idarubicin (I) und Etoposid-Phosphat (E)] erfolgte fiir alle
Protokollpatienten. Die 2. Randomisierung [ARA-C (A), lIdarubicin (l)/2-Chloro-2-
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Desoxyadenosin (2-CDA)vs ARA-C (A), Idarubicin (1)] galt nur fur die Patienten der
Hochrisikogruppe und erfolgte vor der 2. Induktion. Die 3. Randomisierung erfolgte nach
der Konsolidierung und betraf die Schadelbestrahlung zu Beginn der Dauertherapie 12 Gy
vs. 18 Gy. Von der dritten Randomisierung waren Patienten mit einer initialen ZNS-

Beteiligung ausgeschlossen.

3.4.1 Therapieplan

AML-BFM 2004

Induktion 1 Induktion 2 Konsolidierung Intensivierung
Al haM’ HAE ®3
ADE! (18 Gy |
1 S
AlE! Al/ Erhaltungstherapie 1 Jahr
2.CDA Cytarabin i.th. *2
HAM ham || HAE
Al ™M $27 bei HLA-dantischen
e
KMP v v v v v v
Tag1 15 21-28 42-56 88 -112 -140
MRD MRD MRD MRD MRD MRD> MRD>
Doku Doku Doku Doku Doku Doku
1 Sonderregeln fir Kinder mit AML bei Down Syndrom/AML FAB M3 beachten ! % bei Patienten mit molekularem Marker
2 1x /Woche 4 Wochen am Anfang der Dauertherapie
® Randomisierung @ Stratifizisrung
A: ARA-C; Cytarabin HAE: Hochdosis Cytarabin/ Etoposid-Phosphat
Dx: liposomales Daunorubicin; L-DNR SR: | Standardrisikogruppe
I: Idarubicin HR: Hochrisikogrupge
= Etoposid-Phosphat MRD: Minimal residual diseassa
2-CDA: 2-Chloro-2-desoxyadanosin KMP: Knochanmarkpunktion
HA: Hochdosis Cytarabin Doku: obligatorische Dokumentation
M: Mitoxantron des Therapieelaments
ha: mittalhochdosiertes Cytarabin
AML-EFM 2004 Viersion 02/2005
Abbildung 2

Therapieplan AML-BFM Studie 2004
Ausgenommen Patienten mit einer AML bei M.Down oder AML FAB M3

Patienten mit einer primaren Leukozytenzahl >50.000/ul oder erheblichen
OrganvergrofRerungen sowie mit schweren Infektionen und eingeschrankter kardialer
Funktion erhielten eine Vortherapie mit 6-Thioguanin (40 mg/m?#d p.o.), Cytarabin (40
mg/m?/d s.c. oder i.v.) und optional Hydroxyurea iber maximal 7 Tage.

Bei Hyperleukozytose >100.00/pl wurde die Gabe von Rasburicase und eine
Austauschtransfusion oder Leukapherese empfohlen. Die initiale Lumbalpunktion wurde
erst nach ausreichender Blastenreduktion durchgefihrt.

Wahrend der achttagigen Induktion wurden die Wirkstoffe ARA-C (A), liposomales
Daunorubicin (Dx) und Etoposid-Phosphat (E) oder ARA-C (A), ldarubicin (I) und
Etoposid-Phosphat (E) gegeben.
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Nach hamatopoetischer Regeneration (Granulozyten =1.000/ul, Thrombozyten 280.000/pl
im peripheren Blutbild) und in gutem Allgemeinzustand folgte fur die Patienten der
Standardrisikogruppe die Intensivierung mit ARA-C (A) und Idarubicin (I). Die Patienten
der Hochrisikogruppe erhielten Hochdosis-Cytarabin (HA) und Mitoxantron (M).

In gutem Allgemeinzustand und nach hamatopoetischer Regeneration folgte fir die
Patienten der Hochrisikogruppe zur Konsolidierung je nach Randomisierung die Gabe von
ARA-C (A), Idarubicin (l)/2-Chloro-2-Desoxyadenosin (2-CDA) oder ARA-C (A) und
Idarubicin (1).Vier Wochen nach Beginn der Konsolidierung erhielten sowohl die Standard-
als auch die Hochrisikogruppe mittelhochdosiertes Cytarabin (ha) und Mitoxantron (M).
Die Patienten ohne Transplantationsindikation erhielten 2 — 4 Wochen nach dem
Konsolidierungsblock haM den Intensivierungsblock HAE mit HD-Cytarabin und Etoposid-
Phosphat, sobald sie die Voraussetzungen (guter Allgemeinzustand, Infektionsfreiheit und

ein peripheres Blutbild mit Granulozyten >1.000/ul, Thrombozyten >80.000/ul) erfillten.

Patienten ohne Blastennachweis im ZNS erhielten 11 bzw. 12x Cytarabin i.th. in
altersabhangiger Dosis zu folgenden Zeitpunkten: Initial an Tag 1 der 1.Induktion, an Tag
1 der 2. Induktion zu Beginn des Blockes HAM, Tag 1 und Tag 6 der Konsolidierung und
in der Intensivierung Tag 1 des Blockes HAE sowie wahrend / nach der ZNS-Bestrahlung
an den Tagen 1,8,15 und 22.

Die prophylaktische ZNS-Bestrahlung erfolgte nach der Randomisierung in die Arme 12
Gy oder 18 Gy bzw. bei Patienten im Alter von 1 4 bis 2 Jahren in die Arme 12 Gy oder
15 Gy.

Patienten mit Blastennachweis im ZNS im Alter von 1 % bis 2 Jahren erhielten eine ZNS-
Bestrahlung mit 15 Gy. Patienten im Alter = 2 Jahre erhalten eine ZNS-Bestrahlung mit 18
Gy. Ausgenommen sind Patienten mit geplanter SZT.

Die therapeutische Behandlung bei primarem ZNS-Befall sah die zusatzlichen
intrathekalen Gaben von Cytarabin in wodchentlichen Abstédnden vor. Diese Gaben
erfolgten bis einmal Uber die Liquorsanierung hinaus.

Die 12-monatige Dauertherapie begann bei ausreichenden Leukozyten- und
Thrombozytenwerten 4 Wochen nach der Intensivierung mit Thioguanin und HD-
Cytarabin/Etoposid-Phosphat parallel zur ZNS-Bestrahlung.

Eine Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation bestand bei den Patienten mit
einer refraktaren AML. DefinitionsgemaR Patienten mit de novo AML, bei denen nach der
2.Induktion (HAM) = 5% Blasten im Knochenmark nachweisbar waren oder die 6 Wochen

nach Beendigung der 2.Induktion in anhaltender Aplasie blieben. Die Patienten sollten vor
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der SZT eine komplette Remission (CR) oder eine partielle Remission (CRp) erreichen.

Nur in Einzelfallen wurde eine SZT in Aplasie erwogen.
3.4.2 Risikoeinteilung

Fir alle Patienten (ab dem 01.06.2007; ausgenommen Patienten mit Down-Syndrom) galt
die erste Randomisierung mit den Therapieblécken AIE vs. ADXE.

Patienten mit AML bei Down Syndrom wurden bis zum 01.06.2007 im Standardrisikoarm
gefuihrt. Nach einem zusétzlichen Amendment der Studie erfolgte keine Randomisierung
fur die erste Induktion mehr und die betreffenden Patienten wurden mit einer reduzierten
Therapie behandelt.

Die Stratifizierung in die Standard- oder Hochrisikogruppe erfolgte erst nach der ersten
Induktion. In die Standardrisikogruppe wurden folgende Patienten eingeschlossen:
Patienten mit AML FAB M3 oder/und t(15; 17), Patienten mit AML FAB M1/2 mit
Auerstabchen und/oder t(8; 21), Patienten mit AML FAB M4eo oder/und inv(16).

Bei Nachweis einer FLT-3-ITD Mutation oder =25% Blasten an Tag 15 erfolgte die
Umgruppierung in die Hochrisikogruppe (ausgenommen AML FAB M3 und AML bei Down
Syndrom). Die Patienten mit einer AML FAB MO, M1/2 ohne Auerstabchen, M4, M5, M6

und M7 wurden der Hochrisikogruppe zugeteilt.
3.5 Knochenmarkpunktionen/Zeitpunkte

Die Knochenmarkpunktionen zur Diagnosestellung und Remissionsbeurteilung erfolgten
bei den Therapiestudien AML-BFM 1998 und AML-BFM 2004 zu festgelegten
Zeitpunkten. Der Zeitpunkt der Diagnosestellung und des Therapiebeginns (Tag 0) fielen
in der Regel zusammen. Es folgten KM-Punktionen an Tag 15 nach Therapiebeginn und
vor dem Therapieblock AI/HAM (Tag 21 bis 28) zur Beurteilung des
Therapieansprechens. Die weiteren KM-Punktionen erfolgten jeweils vor den
nachfolgenden Therapieblécken. Das entsprach Tag 42 bis 56 vor der Konsolidierung und
Tag 88 und 112 vor der Intensivierung (vor haM oder HAE) zur Beurteilung und
Dokumentation des Remissionsstatus.

Im Falle einer Therapieverzogerung aufgrund des schlechten Allgemeinzustandes eines

Patienten erfolgte die Zuordnung der KMP-Zeitpunkte anhand der Therapieblocke.
3.6 Morphologie

Die morphologische Untersuchung und Befunderhebung erfolgte bis zum 31.08.2005 im
Referenzlabor der Universitatsklinik Minster und ab dem 01.09.2005 durch das

hamatologische Referenzlabor der Kinderklinik der Medizinischen Hochschule Hannover.
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Die Beurteilung von Blut- und Knochenmarkausstrichen erfolgte in der panoptischen
Farbung nach Pappenheim (kombinierte May-Grinwald-Farbung) mit Auszahlung von
mindestens 200 Zellen und Berechnung des Anteils leukdmischer Blasten sowie
zusatzlich in verschiedenen zytochemischen Farbungen.

Die zytomorphologische Beurteilung erlaubte die Beschreibung und Differenzierung der

malignen und der gesunden Zellen.
3.7 Durchflusszytometrie

Die immunologische Untersuchung wurde an einem FACS Cytomics FC 500 5-Farben-
Durchflusszytometer (Beckman Coulter) durchgefihrt, und mit der CXP Software Version
2.1, einem Programm zur Darstellung und Analyse von im FACS gewonnenen Daten
(Becton & Dickinson San Jose CA., USA) bis zum 31.08.2005 im Referenzlabor der
Universitatsklinik Mdinster und ab dem 01.09.2005 durch das hamatologische

Referenzlabor der Kinderklinik der Medizinischen Hochschule Hannover analysiert.

Die multidimensionale Durchflusszytometrie ist ein optisches Verfahren zur quantitativen
Bestimmung und molekularen  Charakterisierung intakter Zellen. Bei der
Probenaufbereitung wird eine definierte Anzahl zu untersuchender suspendierter Zellen
mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikérpern versetzt. Diese binden spezifisch an
membranstandig exprimierte oder intrazellulare Antigene. Die Nomenklatur der
monoklonalen Antikérper beruht auf der Nummerierung jener Antigene (cluster
designation/differentiation: CD), die von ihnen erkannt werden. Die gemessene Intensitat
der Fluoreszenz ist proportional zur quantitativen Expression des zu bestimmenden
Antigens auf der Zelle. Neben diesen biochemischen Parametern werden auch
Informationen Uber die physikalischen Eigenschaften der Zellen erhoben. Die Zellgrofie
korreliert mit dem Vorwartsstreulicht (forward scatter: FSC) und die Granularitat mit dem
Seitwartsstreulicht (side scatter: SSC).

Somit ist es mdglich, anhand der Kombination von ZellgroRe, -granularitdt und
Antigenexpression alle Reifungsstadien der im Knochenmark vorhandenen Zellen zu
identifizieren. Die durchflusszytometrische Untersuchung einer gesunden KM-Probe zeigt
in der FSC/SSC-Darstellung drei Populationen: die homogene Population der
ungranulierten und relativ kleinen Lymphozyten, die ebenfalls kleine und homogene
Population der gering granulierten und gréfieren Monozyten und die grof3e Population der
stark granulierten und grof3en bis sehr grofen Granulozyten.

Die Anzahl der gemessenen Zellen pro Untersuchung wurde mit 100.000 Zellen
eingestellt und betrug durch eine zeitliche Begrenzung der Untersuchung bei einer sehr

zellarmen Probe minimal 30.000 Zellen.
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3.71

Probenaufbereitung

3.7.1.1 Materialien

* Rohrchen 5ml (Sarstedt, Art.-Nr.55.1578, Polypropylen)

* VersalLyse Lysing Solution (BeckmanCoulter, IM3648)
* 10 Test 3 Fixative Solution (Beckman Coulter, IM3515)

* IntraPrep™ Permeabilization Reagent (Beckman Coulter, IM2389)

+  Flow-Count™ Fluorospheres (Beckman Coulter, 7547053)
* PBS-Puffer (Apotheke)

* Antikdrper

Tabelle 3
Zusammenstellung der verwendeten Antikoper
Antikorper Fluorochrom Hersteller Klon Bestell-Nr.
CD2 FITC Beckman C. 39C1.5 A07743
CD7 PE Beckman C. 8H8.1 IM1429U
CD13 FITC Beckman C. SJ1D1 IMO778U
CD15 FITC Beckman C. 80H5 IM1423U
CD19 FITC Beckman C. J3.119 A07768
CD33 APC Beckman C. D3HL60.251 IM2471
CD34 PC7 Beckman C. 581 A21691
CD38 FITC Beckman C. T16 A07778
CD56 PE Beckman C. N901 A07788
CD117 PE Beckman C. 104D2D1 IM2732
CLL-1 PE Aliquot Uber CR2357 [ = ————-
Rotterdam
CXCR4 PE Beckman C. SJ1D1 IMO778U
Tabelle 4
Konsensuenspanel der AML-BFM Studie an Tag 28
Tubes Vormischung FITC PE APC PC7
1 Tag 28 CD38 CLL-1 CD33 CD34
2 Tag 28 CD19 CD56 CD33 CD34
3 AML CD2 CD7 CD33 CD34
4 AML CD15 CD117 CD33 CD34
5 Tag 28 CD13 CXCR4 CD33 CD34
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3.7.1.2 Probenvorbereitung und Messung

Das Ansetzen der Vormischungen erfolgte mit je 100ul FITC, 100ul PE , 50ul APC und
50ul PC7.

Zur Bestimmung von Oberflachenantigenen wurden 15ul der Antikérper-Vormischung zu
50-100ul einer Knochenmarkprobe oder peripheren Blutprobe pipettiert und anschlieRend
mit einem Vortex-Gerat homogen gemischt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
wurden pro Réhrchen 1ml der VersalLyse Losung und 25ul 10 Test 3 Fixative Solution
hinzugegeben. Die Flussigkeiten wurden erneut gemischt, 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und anschlieRend bei 1200U/min fir 5 Minuten
ebenfalls bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurden
die Zellen in 2ml PBS-Puffer (pH 7,4) resuspendiert und unter gleichen Bedingungen
erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt. Anschliefend wurden
die Zellen in 1ml PBS-Puffer aufgenommen.

Zur Bestimmung intrazelluldrer Antigene wurden 50-100ul der Knochenmarkprobe mit
100ul Reagenz 1 versetzt, gemischt und bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss 15
Minuten inkubiert. Nach Zusatz von 4ml PBS-Puffer wurden die Proben bei 1200U/min fir
5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und die Uberstehende Flissigkeit dekantiert.
Zu diesem Zellpellet wurden 100ul Reagenz 2 gegeben und vorsichtig mit der Pipette
vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden jeweils
10ul der Antikérper entsprechend dem Panel pipettiert und erneut fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz von 4ml PBS-Puffer wurden die Proben bei
1200U/min fir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und 500ul PBS-Puffer
hinzugegeben.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 15ul der Antikdrper-Vormischung zu 50-100ul einer
Knochenmarkprobe oder peripheren Blutprobe pipettiert und anschlieBend mit einem
Vortex-Gerat homogen gemischt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
wurden pro Réhrchen 1ml der VersaLyse Losung und 25ul 10 Test 3 Fixative Solution
hinzugegeben. Die Flussigkeiten wurden erneut gemischt, 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und anschlieBend das gleiche Volumen an
FlowCount Fluorospheres zugegeben wie an Probenvolumen angesetzt wurde. Um
Zellverluste zu vermeiden wurden diese Réhrchen nicht gewaschen.

Die immunologische Untersuchung der Knochenmarkproben erfolgte an einem Cytomics
FC500 (Fa. Beckman-Coulter). Das beschriebene Antikdrperpanel wurde zu dem

Untersuchungszeitpunkt Tag 28 bei jedem untersuchten Patienten vollstdndig angewandt.
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3.7.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchung

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchung erfolgte mit Hilfe der CXP
Software Version 2.1 fir FC 500 Systeme von Beckman-Coulter.

Die Vitalitat der verwendeten KM-Probe wurde durch den Anteil an Syto-16-positiven
Zellen bestimmt. Die markierten Zellen wurden nun in die Forward Scatter/Side Scatter-
Darstellung Ubertragen. Die als nicht vitale Zellen identifizierten events wurden fir die
Auswertung der weiteren LAIP ausgeschlossen. In der Forward Scatter/Side Scatter-
Darstellung wurden die vitalen CD 33/CD34-positiven Zellen markiert, und als Gate fur die
weiteren Antikérperkombinationen gesetzt. Abgrenzbare Zellpopulationen wurden
wiederum markiert und auf die typische Lage fir Blasten, d.h. in ihrer Granularitat
zwischen Lymphozyten und Granulozyten und in ihrer Grof3e zwischen Lymphozyten und
Monozyten hin Gberprift. Bei aberrantem Vorliegen von Stammzellantigenen (CD 34, CD
117) und reifen myeloischen Markern (CD 13, CD 15, CD 15low, CD 33, CD 65w) bzw.
aberranten immunologischen Markern (CD 2, CD 4low, CD 7, CD 19, CD 56) wurden die

Zellen als leukdmische Blasten gewertet (sieche Tabelle 5).

Tabelle 5
AML Subtypen und ihre Antikbrperexpression

Subtypen Myeloische Antigene Stammzellantige Aberrante Besonderheite
ne lymphatisch n
e Antigene
AML FAB M0 CD13, CD 33 CD 34 CD7
AML FAB M1 CD13,CD 15low, CD 33 CD 34, CD 117 CD7,CD 56
AML FAB M2 CD 13,CD 15, CD 33 CD 34, CD 117 CD 56, CD
19
AML FAB M3 CD 13,CD 15, CD 33 CD 117+ HLA-DR negativ
AML FAB M4 CD 13,CD 14, CD 15, CD 34+,CD 117+ CD7,CD56 moAB 7.1
CD33, CD65w
AML FAB M4eo CD 13,CD 14, CD 15, CD 34+,CD 117+ CD 2,CD 56
CD 33, CD 65w
AML FAB M5 CD 13,CD 14, CD 15, CD 34+ CD 56, moAB 7.1
-  monoblastar CD 33, CD 65w CD 4low
- monozytar
AML FAB M6 CD 13,CD 15low, CD 33 CD 34+,CD 117+ CD7,CD56 CD 36
Glykophorin A
AML FAB M7 CD 13,CD 15low, CD 33 CD 34+,CD 117+ CD7 CD 36, CD41,
CD 42b, CD 61

Bei Fehlen aberranter Antigene, nicht aberrantem Vorliegen der Stammzellantigene CD
117 und CD 34 sowie CD 38 als Antigen fur Proliferation und reifer myeloischer Marker
und bei Abgrenzung zum initialen Expressionsmuster wurden die Blasten als regenerativ

gewertet.
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3.8 Definitionen

Tag 28

KM-Punktion vor der 2. Induktion bzw. dem Therapieblock AI/HAM zur Beurteilung des
Therapieansprechens.

MRD

Minimale Resterkrankung. MRD positiv bei Vorliegen von > 5% leukdmischen Blasten in
der Morphologie und/oder einem immunphanotypischen Blastennachweis > 2%. MRD
negativ bei < 5% Blasten und/oder < 2% Blasten in der Immunphanotypisierung.
Leukdmische Blasten im FACS

Das Vorliegen von Stammzellantigenen zusatzlich zu mindestens 2 reifen myeloischen
bzw. aberranten lymphatischen immunologischen Markern.

Regenerative Blasten im FACS

Nachweis der Stammzellantigenen CD 117, CD 34.

CD 38 Antigen firr Proliferation sowie Abgrenzung zum initialen Expressionsmuster. Ein
wichtiges weiteres Kriterium ist das Fehlen aberranter lymphatischer Antigene.

Frihtod, ED (early death)

Tod vor mdglicher Beurteilung des Ansprechens, innerhalb von 42 Tagen nach
Therapiebeginn.

ED vor Tag 15

Todesfall vor Therapiebeginn oder vor Tag 15, wenn noch kein Therapieansprechen
bestimmbar ist.

Partielle Remission (PR/CRp)

Regenerierendes oder normozellulares KM mit <5% Blasten, im peripheren Blut >500
Granulozyten/ul und 220.000 Thrombozyten/ul und kein Organbefall nachweisbar.
Komplette Remission (CR)

Regenerierendes oder normozellulares KM mit <5% Blasten, im peripheren Blut 21000
Granulozyten/uyl  und =50.000 Thrombozyten/ul bzw. seit 08/2005 =80.000
Thrombozyten/ul und kein Organbefall nachweisbar.

Nonresponder (NR)

Nichterreichen der Kriterien fiir eine CR bis Ende der Intensivierung oder bei Verlassen
des Protokolls nach der 2. Induktion.

Rezidiv

Reinfiltration des KM mit >5% Blasten oder eindeutige leukamische Infiltration an anderer
Stelle.
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ZNS-Befall

25 Zellen/pl im Liquor, zirka 50% nachgewiesene Blasten im Zytospinpraparat und/oder
intrakraniellen Infiliraten oder Retinabefall, respektive neurologische Ausfalle.

EFS (Event-free survival)

Das ereignisfreie Uberleben (Event-free survival, EFS) ist die Zeit vom Datum der
Diagnose bis zum ersten Ereignis (Rezidiv, Zweitmalignom, Tod ohne Bericksichtigung
der Ursache) oder dem letzten Untersuchungsdatum.

Das pEFS stellt die Wahrscheinlichkeit, also das errechnete ereignisfreie Uberleben dar.
OS (Overall survival)

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit beschreibt in Prozent, wieviele Patienten in einem
definierten Zeitraum seit Diagnosedatum Uberlebt haben.

Das pOS stellt die errechnete Uberlebenswahrscheinlichkeit dar.

Cl (Cumulative incidence)

Die kumulative Inzidenz beschreibt summierte Haufigkeit fir das Auftreten eines
Ruckfalls. In diesem Fall wird die kumulative Inzidenz fiir das Auftreten eines Rezidivs in

einem festgelegten Zeitraum betrachtet.

3.9 Statistik

Das ereignisfreie Uberleben (Event-free survival, EFS) ist die Zeit vom Datum der
Diagnose bis zum ersten Ereignis (Rezidiv, Zweitmalignom, Tod ohne Bericksichtigung
der Ursache) oder dem letzten Untersuchungsdatum. Nichterreichen der Remission
(Nonresponder) bzw. der Tod vor Protokolltag 42 (Early death) wird als Ereignis am Tag 0
gewertet. Uberlebenszeiten wurden nach der Kaplan-Meier-Methode berechnet. Mit dem
log-rank Test wurden Unterschiede zwischen Patientengruppen geprift. Kumulative
Inzidenzen wurden mit der Methode von Kalbfleisch-Prentice berechnet und mit dem
Gray's Test verglichen.

Multivariate Analysen von Uberlebenszeiten wurden mittels Cox-Regression, univariate
Analysen von qualitativen Variablen mit Chi-Quadrat oder Fisher's Test und die von
quantitativen Variablen mit dem Test nach Wilcoxon durchgeflihrt.

Stichtag fir die Auswertung war der 01.01.2013.
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4 Ergebnisse

41 Vergleich der morphologischen und immunologischen Auswertung an Tag 28

Es wurden 952 Kinder und Jugendliche in den deutschen AML-BFM Studien 1998
(n=463) und 2004 (n=489) eingeschlossen. Fur den Zeitraum vom 01.07.1998 bis
31.08.2009 konnten fir 791 Patienten die Daten hinsichtlich des Therapieansprechens an
Tag 28 ausgewertet werden. Bei 92 Patienten waren die Daten unvollstdndig oder die
Patienten starben vor Therapiebeginn (Early death), so dass fir 699 Patienten
morphologische Daten und fir 192 Patienten immunologische Daten zu dem Tag 28
vorlagen. Somit konnte eine Gruppe von 192 Patienten hinsichtlich der Morphologie und

Immunologie direkt verglichen werden (siehe Abbildung 3).

Daten Morphologie Daten Immunologie
/ \ / \ n =699 n=192
AML Studien 1998/2004 ‘ Zeitraum H
n =952 07/1998 - 08/2009 I
‘ v o 539! H Daten unvollstandig/
Early death
n =92
Abbildung 3

Flussdiagramm mit den Patientenzahlen der AML-BFM Studien 1998/2004

Bei der Gruppe der 192 Kinder der AML-BFM-Studien 1998 und 2004, bei der sowohl
eine immunologische als auch morphologische Bestimmung der minimalen
Resterkrankung mdglich war, handelt es sich um eine reprasentative Patientengruppe
hinsichtlich der Geschlechterverteilung, Alter bei Diagnose, Risikoeinteilung, initialer
Leukozytenzahl und der FAB-Klassifizierung (siehe Tabelle 12 Anhang). Ausgenommen
wurden Kinder mit Promyelozytenleukdmie (FAB AML-M3) und Kinder mit Trisomie 21,
die an einer AML erkrankten. Dies ist darin begrindet, dass sich sowohl die akute
Promyelozytenleukdmie als auch die AML bei Trisomie 21 hinsichtlich des
Therapieregimes und des Therapieansprechens deutlich von den anderen Subtypen

unterscheiden und somit diese beiden Formen gesondert betrachtet werden sollten.
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Tabelle 6
Initialdaten der Gesamtgruppe (n = 192) sowie Therapieansprechen an Tag 28 in der
morphologischen und immunologischen Auswertung

Pat Tag 28 regenerativ in
Morl'pho + Tag 28 positiv in Morphologie und | der Inmunologie und
Gesamt FACS : P Immunologie negativ in p
Morphologie und
gesamt ) .
mmunologie
Alle Alle Tag 28 Tag 28 Morph.+ Tag 28 Tag 28
Patienten Patienten Morph. FACS FACS FACS Morhp.+
Morpho. + >5% >2% positiv regenerativ FACS
FACS negativ
N % [N % N % N % N % N % N %
Total 791 100 | 192 100 4 100 46 100 37 100 |35 100 70 100
Geschlecht
Jungen 405 51,2 1100 52,1 07813 750 20 435 20 541 (18 514 |39 557 0,73
Méadchen 386 48,8 |92 479 1 250 26 56,5 17 459 |17 486 |31 443
FAB
MO 35 44 |7 3,6 0 0 2 43 3 81 0 O 2 29
M1 127 16,0 | 29 15,1 0 0 5 10,8 7 18,9 |5 14,3 |12 171
M2 196 24,8 | 47 24,5 1 250 13 283 10 27 8 229 |15 21,5
M4 Eo- 96 12,1 | 18 9,4 1 250 5 10,9 3 81 2 57 7 10,0
M4 Eo+ 70 8,8 |23 12,0 0,34 |0 0 3 65 3 8,1 7 200 |10 143 0,60
M5 178 22,5 |43 22,4 0 0 11 239 7 18,9 |9 257 |16 229
M6 22 28 |6 3,1 0 0 2 43 2 54 0 o0 2 29
M7 63 80 |16 8,3 1 250 5 10,9 1 2,7 3 86 6 86
Andere 4 05 |3 1,6 1 250 O 0 1 2,7 1 2,9 0 0
Initial. ZNS-
Befall
k.A. 17 21 |4 2,1 0 0 0 0 2 54 1 2,9 1 14
nein 683 86,3 | 166 86,5 0,98 | 4 100 37 804 31 838 |31 886 |63 90,0 0,38
ja 91 11,5 | 22 11,5 0 0 9 19,6 4 10,8 |3 8,6 6 8,6
Organ-
beteiligung
Nein 605 76,5 | 141 734 } 3 750 34 739 25 676 |25 714 |54 771 }
ja 186 23,5 | 51 26,6 0,25 | 1 250 12 26,1 12 324 |10 286 |16 229 0,68

Von den 192 Patienten waren 92 weiblichen und 100 mannlichen Geschlechts. Bei 7
Patienten lag der AML Subtyp FAB MO vor, bei 29 Patienten eine AML FAB M1, bei 47
Patienten eine AML FAB M2. Bei insgesamt 41 Patienten lag eine AML FAB M4 vor,
davon hatten 23 eine M4eo. Insgesamt 43 Patienten waren von einer AML FAB M5
betroffen und 6 von einer AML FAB M6 sowie 16 von einer AML FAB M7. Bei 3 Patienten
konnte kein Subtyp klassifiziert werden.

Bei 45% (n=87) der 192 Patienten wurden leukamische Blasten an Tag 28 bzw. nach der
1. Induktion mittels FACS und nachgewiesen. Insgesamt 37 Patienten zeigten
morphologisch > 5% Blasten und gleichzeitig in der Immunphanotypisierung > 2% Blasten
an Tag 28. Morphologie und Immunphanotypisierung zeigen eine sehr hohe positive gute
Korrelation  (Spearman  Korrelationskoeffizient r = 0.71, p<0.0001). Die
Immunphanotypisierung erwies sich als sensitiver. Immunologisch konnten bei 46
Patienten (24%) > 2 % Blasten nachgewiesen werden, welche sich morphologisch nicht
darstellten. Bei 4 Patienten (2%) fanden sich nur in der morphologischen Untersuchung >

5% Blasten ohne Nachweis in der Immunphanotypisierung. Bei 70 Kindern (36%) zeigte
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sich weder immunphanotypisch noch morphologisch ein Nachweis von Blasten (siehe
Tabelle 6).

Die 192 Patienten, fir die sowohl morphologische als auch immunphanotypische Daten
vorlagen, wurden mit der Gesamtgruppe (n=791) der Studien AML BFM 1998 und 2004
fir den Zeitraum 07/1998 — 08/2009 verglichen. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede bzgl. des Geschlechtes, der Verteilung der FAB-Subtypen, des ZNS-Befalls
oder der Organbeteiligung in den jeweiligen Gruppen (Tag 28 positiv, negativ oder

regenerativ) im Vergleich zur Gesamtgruppe.

Innerhalb der untersuchten Gruppen (Tag 28 positiv, negativ oder regenerativ) war die
Verteilung in den Risikogruppen signifikant unterschiedlich (siehe Tabelle 7). Dies ist u.a.
durch die Stratifizierung zu erklaren, die an Tag 15 und 28 vorgenommen wird. Als
Konsequenz sind in der Hochrisikogruppe deutlich mehr Patienten mit Blastennachweis
an Tag 28 zu finden (SR gegen HR, p=0,00526).

Tabelle 7
Vergleich der untersuchten Patientenkollektive untereinander bzgl. der Aufteilung in die
Risikogruppen (SR = Standardrisikogruppe; HR = Hochrisikogruppe)

p =0,00526 Tag 28 Tag 28 Tag 28 Tag 28
Alle positiv regenerativ negativ
N N % N % N %
SR 66 20 30,3 18 27,3 28 42,4
HR 126 67 53,2 17 13,5 42 33,3

Des Weiteren fiel ein signifikanter Unterschied in der Molekular- und Zytogenetik auf. Die
Verteilung der bei der Prognose als glinstig geltenden Translokationen (1(8;21), t(15;17))
oder Inversion (inv16) unterschied sich in den einzelnen Patientengruppen. Dies ist
ebenfalls in der Stratifizierung begriindet (siehe 3.3.2 und 3.4.2 Risikoeinteilung). Somit ist
es nachvollziehbar, dass in der Gruppe der Patienten mit positiven Blasten an Tag 28
weniger Patienten mit einem glnstigen Prognosefaktor zu finden sind (siehe Tabelle 8).
Ebenfalls erwdhnenswert ist, dass die SR-Gruppe und die Patienten mit glnstigen
Prognosefaktoren prozentual den grofRten Anteil unter den Patienten mit regenerativen

Blasten an Tag 28 aufweisen.
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Tabelle 8
Vergleich der untersuchten Patientenkollektive untereinander bzgl. der

Zytogenetik/Molekulargenetik.
*es lagen nicht fur alle 192 Patienten Daten zur Zytogenetik/Molekulargenetik vor

p =0,042 Tag 28 Tag 28 Tag 28 Tag 28
Alle* positiv regenerativ negativ
N N % N % N %
t (8;21), inv (16) 49 17 | 34,7 14 28,6 18 36,7
other 124 | 63| 508 | 17 | 137 | 44 | 355

Die Altersverteilung innerhalb der Patientenkollektive unterscheidet sich nicht signifikant.
Lediglich in der Gruppe der Patienten mit regenerativen Blasten an Tag 28 fallt auf, dass
das Alter mit 4,8 Jahren im Median am niedrigsten liegt, was darauf hinweist, dass

kleinere Kinder eine starkere Regeneration im Knochenmark zeigen (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9
Vergleich der untersuchten Patientenkollektive bzgl. des Alters

p=0,0784 Tag 28 Alle Tag 28 positiv Tag 28 Tag 28
regenerativ negativ
Median Median Median Median
(Spannweite) | (Spannweite) | (Spannweite) | (Spannweite)
Alter (Jahre) 7,3 6,0 4,8 9,4
(0-18) (0-18) (0,1-16,6) (0,2-17,9)
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4.2 Unterscheidung der Blastenpopulationen in der Inmunphéanotypisierung

Bei insgesamt 81 der 192 Patienten (42%) wurden immunphanotypisch >2% Blasten an
Tag 28 nachgewiesen. Bei 35 der 81 Patienten (18%) wurden diese allerdings nicht als
leukdmische Blasten gewertet, sondern konnten aufgrund ihres
Antikérperexpressionsmuster (siehe 3.7.2 Auswertung der Durchflusszytometrie) als
regenerative Blasten interpretiert werden. Letztlich waren somit 105 der 192 Patienten
(55%) an Tag 28 negativ fir leukdmische Blasten (siehe Tabelle 10).

Diese Gruppe der 105 Patienten wurde unter Berticksichtigung der Zellregeneration nach
den Kriterien der AML-BFM-Studien 1998 und 2004 als in 1. Remission (1.CR) befindlich
gewertet. Diejenigen, welche die Kriterien der Zellregeneration noch nicht erreicht hatten,
wurden vorerst als in partieller Remission (PR) befindlich eingestuft und im Verlauf erneut
beurteilt.

'[abelle 10
Ubersicht Giber Patienten der Studien AML 1998/2004 mit > 2% Blasten in der
Immunphanotypisierung und > 5% Blasten in der Morphologie an Tag 28

nur nur Morphologie + Gesamt
Morphologie | FACS FACS
Tag 28 positiv
Morphologie >5% 4 (2%) 46 (24%) 37 (19%) 87 (45%)
FACS > 2%
Tag 28 negativ 70 (36%) 105 (55%)
Morphologie < 5%
FACS <2% Blasten
Regenerativ >2% Blasten n.u. 35 (18%)

4.3 Ereignisfreies Uberleben, 5-Jahresiiberleben und kumulative Inzidenz fiir ein
Rezidiv in Bezug auf das Vorliegen einer Minimalen Resterkrankung an Tag 28
in der Inmunphénotypisierung

Im globalen Test zeigte sich, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen der Patienten mit immunologisch negativem MRD, positivem MRD,
regenerativen Blasten an Tag 28 oder morphologischem Blastennachweis an Tag 28 in
Bezug auf das errechnete ereignisfreies Uberleben (pEFS), 5-Jahresiiberleben (pOS) und
kumulative Inzidenz fiir ein Rezidiv (Cl) Uber 5 Jahre gibt. Die Gruppe der Patienten mit
regenerativen Blasten an Tag 28 zeigt mit 67 + 8% das hochste pEFS (siehe Abbildung
4).
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Abbildung 4

AML-BFM Studien 1998/2004 Auswertung an Tag 28 in der Immunphanotypisierung und
Morphologie hinsichtlich des Nachweises von keinen (negativ)/regenerativen oder dem positiven
Nachweis leukdmischer Blasten in Bezug aus das pEFS (5 Jahre)

In dieser Gruppe liegt das pOS ebenfalls mit 88 + 6% am hochsten (siehe Abbildung 5).

1.0 |
0.9
0.8 1
0.7 e——
0.6
5 0.5
0.4
0.3
0.2
01 Log-Rankp = .16
og-Rankp=.
0-0 T T T g T p T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 h 10
— Tag 28 Morphologie >5% 0.50, SE=0.25 (N= 4, 2 Ereignisse) Jahre
— Tag 28 FACS >2% 0.69, SE=0.07 (N= 46, 14 Ereignisse)
— Morph.+FACS positiv 0.65, SE=0.08 (N=37, 13 Ereignisse)
Tag 28 regenerativ 0.88, SE=0.06 (N= 35, 4 Ereignisse)
Tag 28 negativ 0.71, SE=0.06 (N= 70, 20 Ereignisse)
Abbildung 5

AML-BFM Studien 1998/2004 Auswertung an Tag 28 in der Immunphanotypisierung und
Morphologie hinsichtlich des Nachweises von keinen (negativ)/regenerativen oder dem positiven
Nachweis leukdmischer Blasten in Bezug aus das pOS (5 Jahre)
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Erwdhnenswert ist, das die ClI in den Gruppen der immunologisch
negativen/regenerativen/positiven bei 33 + 6%/8% bzw. 36 £ 7% sehr nah beieinander
liegt (siehe Abbildung 6). Diese Beobachtung bedeutet, dass das unterschiedliche
Ansprechen mdglicherweise durch konsekutive Therapieveranderungen kompensiert

werden konnte. Hierzu missen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

0.5 1
Relapse p(Gray)=0.99
0.4 1
==
0.3 1 I—r
5
0.2 |
0.1
0.0 — . . . . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tag 28 Morphologie >5% 0.50, SE=0.26 (N= 4, 1 Ereignis)  Jahre
— Tag 28 FACS >2% 0.36, SE=0.07 (N= 46, 16 Ereignisse)
—— Morph.+FACS positiv 0.35, SE=0.08 (N= 37, 13 Ereignisse)
Tag 28 regenerativ 0.33, SE=0.08 (N= 35, 11 Ereignisse)
Tag 28 negativ 0.33, SE=0.06 (N= 70, 23 Ereignisse)
Abbildung 6

AML-BFM Studien 1998/2004 Auswertung an Tag 28 in der Immunphanotypisierung und
Morphologie hinsichtlich des Nachweises von keinen (negativ)/regenerative oder dem positiven
Nachweis leukdmischer Blasten in Bezug auf die CI (5 Jahre)

Betrachtet man die Gruppe der Patienten in Bezug auf die Hohe der Blastenanzahl an
Tag 28, erhalt man folgendes Ergebnis fiir die immunphanotypische Auswertung: in der
Gruppe der Patienten mit < 2% Blasten an Tag 28 betragt das pEFS lber 5 Jahre 59 +
6%, wahrend in der Gruppe der Patienten mit > 2% Blasten an Tag 28 das pEFS 50 + 7%
betragt (p=0,19) (siehe Abb. 7).
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Abbildung 7
pEFS Uber den Zeitraum von 5 Jahre fir die Patienten der Studien AML 98/2004 mit dem
Nachweis < 2% Blasten bzw. >2% Blasten in der Immunphanotypisierung an Tag 28

Hinsichtlich der pOS Uber 5 Jahre zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
(p=0,74). So betragt pOS fir die Gruppe der Patienten mit < 2% Blasten an Tag 79 + 5%,
wahrend fir die Gruppe der Patienten mit > 2% Blasten an Tag 28 eine
Wahrscheinlichkeit von 78 £ 6% vorliegt (siehe Abb. 8 im Anhang).

Die CI fir ein Rezidiv liegt nach 5 Jahren bei 38 £ 6% fiur die Kinder mit <2% Blasten an
Tag 28 vs. 50 + 7% fur die Kinder mit >2% Blasten an Tag 28 (pray)=0,114) (siehe
Abbildung 9).
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Abbildung 9
ClI fir ein Rezidiv Uber 5 Jahre fiir die Patienten der Studien AML 1998/2004 mit dem Nachweis <
2% Blasten bzw. >2% Blasten in der Immunphéanotypisierung an Tag 28

N

4.4 Das Therapieansprechen an Tag 28 der Gesamtgruppe in der
morphologischen Auswertung in Bezug auf die Héhe der Blastenanzahl

Betrachtet man die Gesamtgruppe (n=699) bezlglich des prozentualen
Blastenvorkommens in der Morphologie und Immunphanotypisierung, so zeigt sich, dass
nach der 1. Induktion bei 133 Patienten (19%) Uber 5% Blasten vorlagen und bei 52
Patienten (7,4%) sogar >20% Blasten (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11
Morphologische Anzahl der Blasten in Prozent an Tag 28 in der Gesamtgruppe
BM Tag 28 Pat. Anzahl =n
0% Blasten 512 (73%)
1-5% Blasten 54 (7,7%)
6-10% Blasten 44 (6,2%)
11-20% Blasten 37 (5,3%)
>20% Blasten 52 (7,4%)
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Signifikant unterscheidet sich das 5-Jahres-pEFS fir Kinder ohne Blasten an Tag 28
gegeniber den Kindern mit Blastennachweis an Tag 28. Liegen Blasten an Tag 28 vor, ist
die Anzahl der Blasten ein weiterer signifikanter Faktor. Das pEFS betragt bei den
Kindern ohne Blasten an Tag 28 56 + 2%, wahrend das pEFS bei den Kindern, welche
mehr als 20% Blasten an Tag 28 aufweisen, bei 25 + 6% liegt (p=0.0001) (siehe
Abbildung 10).
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KM Tag 28 0% Blasten 0.56, SE=0.02 (N=512, 225 Ereignisse) jahre
KM Tag 28 1-5% Blasten 0.64, SE=0.07 (N=54, 20 Ereignisse)

KM Tag 28 6-10% Blasten 0.51, SE=0.08 (N= 44, 21 Ereignisse)

KM Tag 28 11-20% Blasten 0.27, SE=0.07 (N= 37, 27 Ereignisse)

KM Tag 28 >20% Blasten 0.25, SE=0.06 (N=52, 41 Ereignisse)

Abbildung 10

AML 1998/2004 pEFS erhoben mittels Morphologie und Immunphanotypisierung an Tag 28 in der
Gesamtgruppe (n=699)

Die Gruppe der Patienten ohne Blasten an Tag 28 zeigte eine 5-Jahres-pOS von 72 +
2%, wahrend es bei den Kindern mit Uber 20% Blasten bei 42 + 7% lag (p=0.0001) (siehe
Abbildung 11).
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Abbildung 11
AML 1998/2004 pOS erhoben mittels Morphologie und Immunphanotypisierung an Tag 28 in der
Gesamtgruppe (n=699)

Die CIl unterscheidet sich nicht signifikant. Sie betragt fir die Kinder ohne
Blastennachweis 35 + 2%, wahrend sie fir alle Kinder mit >5% Blasten an Tag 28 bei 37
+ 8% liegt. In der Gruppe der Patienten mit >20% Blasten an Tag 28 betragt diese 40 +
7% (P(cray)=0,155) (siehe Abbildung 12 im Anhang).
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4.5 Auswertung der Gesamtgruppe in der Morphologie an Tag 28 bzgl. des
Therapieansprechens

In den Therapiestudien AML 1998/2004 wurde das Therapieansprechen nach der 1.
Induktion beurteilt. Es fand eine Stratifizierung in die jeweilige Risikogruppe statt. Bzgl.
der Kriterien fur die Stratifizierung siehe Kapitel 3.3.10 und 3.4.10.

Es werden zuerst die Gesamtgruppe und anschlieBend jeweils die Standard- und
Hochrisikogruppe in Bezug auf das Therapieansprechen an Tag 28 betrachtet.

Fir 699 Patienten lagen vollstandige Daten hinsichtlich der Morphologie fiir den Zeitraum
vom 01.07.1998 bis 31.08.2009 vor. Betrachtet man die Gruppe der Patienten, die eine
Komplette Remission (CR) erreichen konnten unabhangig von der Risikostratifizierung
und hinsichtlich der Blastenanzahl an Tag 28, erhalt man folgendes Ergebnis: das pEFS
fur die Patienten mit < 5% Blasten an Tag 28 betragt 57 + 2%, wahrend das pEFS fir die
Gruppe der Patienten mit > 5% Blasten an Tag 28 bei 34 + 4% liegt (p=0.0001) (siehe
Abb. 13)
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Abbildung 13

AML-BFM Studien 1998/2004 Gesamtgruppe (n= 699) in der morphologischen Auswertung an Tag
28 fir das pEFS lber den Zeitraum von 5 Jahren

Fir die Kinder, bei denen an Tag 28 morphologisch < 5% Blasten nachgewiesen wurden,
betragt die 5-Jahres-pOS 74 + 2%. Im Gegensatz dazu betragt es bei den Kindern mit >

5% Blasten an Tag 28 54 + 4% (p=0.0001) (siehe Abb. 14).
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Abbildung 14
AML-BFM Studien 1998/2004 Gesamtgruppe (n= 699) in der morphologischen Auswertung an Tag
28 fiir das pOS uber den Zeitraum von 5 Jahren

Die CI fur ein Rezidiv betragt fur Kinder mit <5% Blasten an Tag 28 39 + 2% versus 64 *
4% bei den Kindern mit >5% Blasten an Tag 28 (p(cray)=0,0001) (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15
AML-BFM Studien 1998/2004 Gesamtgruppe (n= 699) in der morphologischen Auswertung an Tag
28 fir die CI fir ein Rezidiv tGber den Zeitraum von 5 Jahren




451 Morphologische und immunologische Auswertung an Tag 28 der
Standardrisikogruppe bzgl. des Therapieansprechens

Betrachtet man das pEFS in der Standard-Risikogruppe (SR) (n= 237), haben die
Patienten der SR-Gruppe mit morphologisch <5% Blasten an Tag 28 (n=215) ein pEFS
von 68 + 3% und fir die Patienten der SR-Gruppe mit >5% Blasten (n=22) an Tag 28 ein
pEFS von 59 + 10% (p=0,25) (siehe Anhang Abbildung 16).

Das pOS der Kinder betragt in der SR-Gruppe mit morphologisch <5% Blasten an Tag 28
85 + 3% , bei Kindern der SR-Gruppe mit morphologich >5% Blasten an Tag 28 72 +
10% (p=0,14) (siehe Anhang Abbildung 17).

Das bedeutet, dass das morphologische Ansprechen in der SR-Gruppe keinen

signifikanten Unterschied fir das pEFS und pOS der Kinder bedeutet.

Die CI fiir ein Rezidiv ist bei Kindern der SR-Gruppe mit morphologisch <5% Blasten
nach der ersten Induktion 29 + 3%, wahrend es flr die Patienten mit >5% Blasten zum
gleichen Zeitpunktbei 41 = 11% liegt (p(cray)=0,164) (siehe Anhang Abbildung 18).

Betrachtet man die Standardrisikogruppe in der Immunphanotypisierung, zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich </> 2% Blasten an Tag 28 fir das pEFS
(61+ 8% vs. 59 + 14%), pOS (83 + 7% vs. 92 + 8%) und die Cl (39 + 9% vs. 41 £ 15%).

4.5.2 Morphologische und immunologische Auswertung an Tag 28 der
Hochrisikogruppe bzgl. des Therapieansprechens

In der Hochrisikogruppe (n=462) zeigen sich in der morphologischen Auswertung
signifikante Unterschiede bezulglich des Vorliegens von Blasten. Das pEFS betragt bei
Patienten mit <5% Blasten (n=351) an Tag 28 50 * 3% und bei den Kindern mit >5%
Blasten (n=111) zum gleichen Zeitpunkt 29 + 4% (p=0,0001) (siehe Abb.19).
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Abbildung 19
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe (n= 462) in der morphologischen Auswertung an
Tag 28 fir das pEFS Uber den Zeitraum von 5 Jahren

Das pOS betragt in der HR-Gruppe der Patienten mit <5% Blasten an Tag 28 67 + 3%

und in bei den Patienten mit >5% Blasten 50 + 5% nach 5 Jahren (p=0,0018) (siehe Abb.

20).
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Abbildung 20
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe (n=462) in der morphologischen Auswertung an
Tag 28 fir das pOS Uber den Zeitraum von 5 Jahren
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Die 5-Jahres-CI fiir ein Rezidiv betragt 44 + 3% fiir die Patienten der HR-Gruppe mit <
5% Blasten an Tag 28 vs. 69 £ 4% flr die Patienten mit >5% Blasten an Tag 28
(P(cray)<0,0001) (siehe Abb. 21).
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Abbildung 21
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe (n= 462) in der morphologischen Auswertung an
Tag 28 fir die CI fiir ein Rezidiv Uber den Zeitraum von 5 Jahren

In der immunphanotypischen Auswertung haben die Kinder der HR-Gruppe mit
<2%Blasten ein pEFS von 57 + 8% vs. 47 + 8% bei den Patienten mit >2%Blasten an Tag
28 (p=0,28) (siehe Anhang Abb. 22).

Das pOS betragt 76 + 7% fiir die Patienten mit <2% Blasten und 74 + 7% fiir die Patienten
mit >2% Blasten an Tag 28 (p=0,66) (sieche Anhang Abb.23).

Die CI fiir ein Rezidiv fir Patienten in der HR-Gruppe mit <2% Blasten an Tag 28 betragt
38 £ 8% vs. 53 £ 8% fur die Patienten mit >2% Blasten an Tag 28 (p(ray)=0,138) (siehe
Anhang Abbildung 24).
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4.5.3 Morphologische und immunologische Auswertung der Hochrisikogruppe
ohne Stammzelltransplantation

Betrachtet man in der HR-Gruppe die Patienten, die keine SZT erhielten beziiglich des
Vorkommens von Blasten an Tag 28, so betragt in der morphologischen Auswertung das
pEFS 49 + 3% fiur die Kinder (n= 304) mit <5% Blasten an Tag 28 vs. 22 + 4% bei den
Kindern (n=89) mit >5% Blasten an Tag 28 liegt (p=0,0001) (siehe Abb. 25).
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Abbildung 25
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe ohne SZT (n= 393) in der morphologischen
Auswertung an Tag 28 fiir das pEFS Uber den Zeitraum von 5 Jahren

Das pOS bei den Kindern mit <5% Blasten betragt 66 + 3% und 46 + 5% bei den Kindern
mit >5% Blasten an Tag 28 ohne SZT in 1.CR (p=0,00040) (siehe Abb. 26).
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Abbildung 26
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe ohne SZT (n=393) in der morphologischen
Auswertung an Tag 28 fiir das pOS Uber den Zeitraum von 5 Jahren

Die CI fur ein Rezidiv liegt fir die morphologische Auswertung in der HR-Gruppe ohne
SZT in 1.CR mit <5% Blasten an Tag 28 bei 47 + 3% und in der Gruppe der Patienten mit
>5% Blasten an Tag 28 bei 77 £ 5% (p(cray)<0,0001) (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe ohne SZT (n= 393) in der morphologischen
Auswertung an Tag 28 fir die Cl eines Rezidivs uber den Zeitraum von 5 Jahren



In der immunphanotypischen Auswertung der Daten von 69 Patienten betragt das pEFS
54 + 8% fir die Kinder (n= 35), die in der HR-Gruppe an Tag 28 <2% Blasten hatten und
keine Stammzelltransplantation (SZT) in erster Remission (1.CR) erhielten. Fir die Kinder
(n=34) mit >2% Blasten an Tag 28 ohne SZT in 1.CR betragt das pEFS 44 + 9% (p=0,31)
(siehe Anhang Abb. 28).

Das pOS betragt 76 + 8% fir die Kinder mit <2% Blasten und 74 £ 8% fiur die Kinder mit
>2% Blasten an Tag 28 und ohne SZT in 1.CR (p=0,69) (siehe Anhang Abb. 29).

Die CI fir ein Rezidiv betragt in der HR-Gruppe ohne SZT in 1.CR mit <2% Blasten an
Tag 28 43 + 9%, wahrend es bei den Patienten mit >2% Blasten an Tag 28 56 + 9%
betragt (p(cray)=0,224) (siehe Anhang Abb. 30).

4.5.4 Morphologische und immunologische Auswertung der Hochrisikogruppe mit
Stammzelltransplantation

Fir die 69 Patienten der HR-Gruppe, die in 1.CR eine SZT erhielten, zeigt sich, dass in
der morphologischen Auswertung hinsichtlich des pEFS und des pOS kein signifikanter
Unterschied zwischen den Patienten mit </> 5% Blasten an Tag 28 besteht (p=0,84 und
p=0,84). Das pEFS betragt fur die Kindern mit <5% Blasten (n=47) an Tag 28 59 + 7%
und fur die Kindern mit >5% Blasten (n=22) an Tag 28 58 + 11% (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe mit SZT (n= 69) in der morphologischen
Auswertung an Tag 28 fiir das pEFS Uber den Zeitraum von 5 Jahren

Das pOS liegt bei 74 + 6% fur die Kinder mit <5% Blasten und 68 + 10% fiir die Kinder mit
>5% Blasten an Tag 28 nach SZT in 1.CR (siehe Abb. 32).
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Abbildung 32
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe mit SZT (n=69) in der morphologischen
Auswertung an Tag 28 fiir das pOS Uber den Zeitraum von 5 Jahren

Die CI fur ein Rezidiv betragt in der HR-Gruppe mit SZT in 1.CR mit <5% Blasten an Tag
28 30 + 7% und bei den Patienten mit >5% Blasten an Tag 28 37 * 11% (P(cray)=0,705)
(siehe Abb. 33).
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Abbildung 33
AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe mit SZT (n= 69) in der morphologischen
Auswertung an Tag 28 fir die Cl eines Rezidivs Uber den Zeitraum von 5 Jahren

53



Man kann somit bzgl. der morphologischen Auswertung beobachten, dass sich das pEFS
und das pOS der Patienten mit </>5% Blasten an Tag 28 nach erfolgter SZT angleichen
und die CI fir ein Rezidiv auf die Therapie deutlich abnimmt (von 47 + 3% auf 30 £ 7%
bzw. 77 £ 5% auf 37 + 11% (siehe Abb. 27 & 33)). Fur 9 Kinder, die in der HR-Gruppe in
1.CR eine SZT erhielten, lagen immunphanotypische Daten fiir den Tag 28 vor. Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied fiir das pEFS, pOS und die Cl zwischen den Patienten

mit </> 2% Blasten an Tag 28.

4.6 Beziehung zwischen klinischem Verlauf und Therapieansprechen an Tag 28

In der Abbildung 34 sind die Beziehungen zwischen Therapieansprechen an Tag 28 und

dem klinischen Verlauf graphisch dargestellt.

Alle Patienten
N=192
Tag 28 Tag 28 Tag 28
positiv regenerativ negativ
N =87 N=35 N =70%
(45,3 %) (18,2 %) (36,5 %)

Rez NR/PR pEFS Rez NR/PR pEFS Rez NR/PR | pEFS
30 14 43 11 0 24 23 6 39
34,9 16,1 48,0 33,1 0% 66,9 32,9 8,6 52,7
+£5,2% +4% +5,4% +8,4% £8,2% +57% | £3,4% | £6%
Tod in CCR Tod in CCR Tod in CCR
0 0 2
Sekunddrmalignom
2

Abbildung 34
Diagramm bzgl. der Beziehung zwischen klinischem Verlauf und Therapieansprechen an Tag 28
fur die 192 Patienten, fiir welche eine morphologische und immunphé&notypische Auswertung

vorlag
* bei 2 Patienten der Gruppe konnte der Therapieverlauf nicht weiter dokumentiert werden
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Von den 192 Patienten, fur die sowohl die morphologischen als auch immunologischen
Daten von Tag 28 vorlagen, zeigten sich bei 87 Patienten (45,3%) leukdmische Blasten
an Tag 28. Von diesen 87 Kindern erlitten 30 (34,9 + 5,2 %) ein Rezidiv, 14 Kinder (16,1 =
4%) waren Nonresponder. Bei 35 Patienten (18,2%) lagen an Tag 28 Blasten vor, welche
aufgrund der Merkmale ihrer Antikérperexpression als regenerativ eingestuft wurden. Von
diesen 35 Kindern erlitten 11 (33,1 £ 8,4%) ein Rezidiv. Eine Einstufung als Nonresponder
schlieflit sich in dieser Gruppe per Definition aus. Bei 70 Patienten (36,5%) fanden sich an
Tag 28 keine leukdmischen Blasten. Von diesen 70 Kindern erlitten 23 (32,9 + 5,7%) ein
Rezidiv und 6 Kinder (8,6 + 3,4%) waren Nonresponder.

In kompletter Remission (CCR) verstarben 2 Kinder, 2 weitere Kinder erkrankten im
Verlauf an einem Sekundarmalignom und fur 2 Patienten liegt keine
Verlaufsdokumentation vor (,lost in follow up®). Die Rezidiv-Rate ist somit in allen drei
Gruppen ahnlich. Allerdings unterscheidet sich das ereignisfreie Uberleben der einzelnen
Gruppen untereinander. Das pEFS betragt fiir die Patienten mit leukdmischen Blasten 49
+ 5,4% vs. 66,9 t 8,2% fir die Patienten mit regenerativen Blasten an Tag 28 (p=0,042).
Fir die Patienten ohne Blastennachweis an Tag 28 betragt es 52,7 + 6% und
unterscheidet sich somit nicht signifikant gegeniiber den Patienten mit regenerativen
Blasten (p=0,14) oder mit Blastennachweis (p=0,47).

Somit kommt dem immunologischen Nachweis regenerativer Blasten an Tag 28 eine

unmittelbare klinische Bedeutung zu.

4.7 Therapieanpassung aufgrund des Therapieansprechens unter Einbeziehung
der immunphéanotypischen Befunde an Tag 28

Eine Therapieanpassung erfolgte im Rahmen der AML-BFM Studien 1998 unter
Bericksichtigung der Morphologie und 2004 bereits unter Bertcksichtigung der
Morphologie und dem Nachweis von prognostisch ungtnstigen genetischen Aberrationen.
Ab dem Jahr 2006 wurde die Therapieanpassung unter Einbeziehung der

Immunphanotypisierung an Tag 28 vorgenommen.

In dem Zeitraum 2006 — 2010 wurden 30 Patienten (21% der SR-Gruppe in diesem
Zeitraum) aufgrund ihres unzureichenden Therapieansprechens an Tag 15 und Tag 28
von der Standardrisikogruppe (n = 138) in die Hochrisikogruppe stratifiziert. Von diesen 30
Patienten erhielten 4 eine Stammzelltransplantation in erster Remission. Von diesen
Patienten konnten 25 eine komplette Remission erreichen.

Eine Therapieanderung erhielten 19 Patienten (8%) der Hochrisikogruppe (n = 266). Die

Stratifizierung erfolgte unter Einbeziehung des Therapieansprechens an Tag 28 und dem

95



Nachweis von prognostisch unginstigen genetischen Aberrationen. Weitere 36 Patienten
(15%) wurden aufgrund des schlechten Therapieansprechens an Tag 28 und Tag 42
(nach 2. Induktion) einem angepassten Therapieregime zugefihrt. 38 dieser Patienten
erhielten eine Stammzelltransplantation. Ein Rezidiv erlitten 14 Patienten und 10

Patienten starben. Von diesen umstratifizierten Patienten erreichten 35 eine komplette

Remission (siehe Abbildung 35).

Resultate 2006 -2010 (Deutschland betreffend)
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Tod n=24 R 8% (Tod n=10)
Rezidiv #1 Rezidiv #2
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Abbildung 35

Resultate fir den Auswertungszeitraum 2006 — 2010 nach Therapieanpassung aufgrund des
Therapieansprechens an Tag 28

Betrachtet man das pEFS und pOS in Bezug auf die Patienten im Zeitraum vor 2006
(01.07.1998 — 31.12.2005, n=533) und nach 2006 (01.01.2006 — 31.12.2009, n=258), so
hinsichtlich
wahrscheinlichkeit zwischen den Patientengruppen. Das pEFS betragt 49 + 2% vs. 53 +
3% (p=0,28)(siehe Abbildung 36). Das pOS betragt 63 +2% vs. 76 + 3% (p=0,0004)(siehe
Abbildung 37).

zeigen sich  signifikante  Unterschiede der Gesamtuberlebens-
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Abbildung 36

AML-BFM Studien 1998/2004 pEFS der Patientengruppen von der Diagnosestellung bis 12/2005
vs. Diagnosestellung ab 01/2006 vor dem Hintergrund der zusatzlichen Therapieanpassung bei
positivem Blastennachweis an Tag 28 im FACS
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Abbildung 37

AML-BFM Studien 1998/2004 pOS der Patientengruppen von der Diagnosestellung bis 12/2005 vs.
Diagnosestellung ab 01/2006 vor dem Hintergrund der zusétzlichen Therapieanpassung bei
positivem Blastennachweis an Tag 28 im FACS

0

Ebenso deutlich unterscheidet sich das Gesamtuberleben der Patienten, die als
Nonresponder eingestuft wurden und dementsprechend eine Therapieanderung erfahren
haben fir die Zeitrdume vor und nach 2006. Das pOS betragt fur die Patienten in NR vor
2006 (n=50) 29 +6% und nach 2006 (n=24) 54 +10% (p=0,0095) (siehe Abbildung 38).
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Ahnlich verhalt sich das pOS in der Patientengruppe, welche wahrend der Therapie ein
Rezidiv erlitten. In dieser Gruppe betragt das pOS vor 2006 (n=185) 28 + 3% und nach
2006 (n=79) 46 + 8% (p=0,00020)(siehe Abbildung 39).
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Abbildung 38

AML-BFM Studien 1998/2004 pOS der Patienten, die als NR einstuft wurden von der
Diagnosestellung bis 12/2005 vs. Diagnosestellung ab 01/2006 vor dem Hintergrund der
zusatzlichen Therapieanpassung bei positivem Blastennachweis an Tag 28 im FACS
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Abbildung 39
AML-BFM Studien 1998/2004 pOS der Patienten, die ein Rezidiv erlitten von der Diagnosestellung
bis 12/2005 vs. Diagnosestellung ab 01/2006 vor dem Hintergrund der zusatzlichen
Therapieanpassung bei positivem Blastennachweis an Tag 28 im FACS
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0.28, SE=0.03
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Durch die zusatzliche Therapieanpassung seit 2006 bei Patienten mit positivem
Blastennachweis im FACS an Tag 28 hat sich eine Annaherung der Prognose bei den

Patientengruppen vollzogen.
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5 Diskussion

5.1 Die Minimale Resterkrankung
Ergebnisse der Morphologie vs. Inmunphanotypisierung

Das Therapieansprechen ist in der Behandlung der akuten myeloischen Leukamie im
Kindes- und Jugendalter ein wichtiger unabhangiger prognostischer Faktor (Inaba et al.,
2012; Sievers et al., 2003; van der Velden, 2010; Xu et al., 2013). Die Auffassungen Uber
den Stellenwert unterschiedlicher Methoden zur Beurteilung des Therapieansprechens
gehen in der Literatur auseinander. Bisher wurde das Therapieansprechen unter
Zuhilfenahme der Morphologie des Knochenmarks beurteilt. Da die Morphologie in der
Sensitivitat begrenzt ist, wird diese durch Methoden wie die multiparametrische
Durchflusszytometrie und die Polymerasekettenreaktion, welche deutlich sensitiver sind,
zunehmend erganzt oder abgeldst (Kern et al., 2008; Radhi et al., 2010; van Rhenen et
al., 2007; Weir und Borowitz, 2001).

Die Morphologie ist eine Methode, welche Uber Jahre in der Beurteilung des
Therapieansprechens einen festen Stellenwert hatte (Willman, 1999). Inzwischen wird die
Relevanz der Morphologie zur Beurteilung der MRD von den Autoren unterschiedlich
gewertet.

In den meisten Studien wird das Therapieansprechen morphologisch nach der 1. oder 2.
Induktion beurteilt (Gibson et al., 2011; Lange et al., 2008; Loken et al., 2012;
Ravindranath et al., 2005; Tsukimoto et al., 2009). Einigkeit besteht ebenfalls hinsichtlich
der Hohe der Anzahl der nachgewiesenen Blasten. Bei einem Nachweis von < 5%
Blasten und vorliegender Zellregeneration sind die Kriterien fiir eine komplette Remission
erreicht. Allerdings gelten unterschiedliche Kriterien fir die Zellregeneration. In der AML
BFM Studie 2004 sowie in der skandinavischen NOPHO-Studiengruppe war eine
komplette Remission nur dann erreicht, wenn neben dem regenerierenden Knochenmark
mit < 5% Blasten im peripheren Blutbild = 1.000 Granulozyten/ul und = 80.000
Thrombozyten/pl vorlagen und kein Organbefall nachweisbar war. Inaba et al. sowie
Rubnitz definierten als Kriterien die Regeneration in allen drei Ziellinien sowie die
absoluten Neutrophilenzahlen von = 300/yl und Thrombozytenzahlen von = 30.000/ul
(Inaba et al., 2012; Rubnitz et al., 2010). In der britischen MRC AML 12 Studie war das
Hauptkriterium fir CR < 5% Blasten im Knochenmark und die Regeneration der Zellen der
Hamatopoese. Die Anzahl der Neutrophilen oder Thrombozyten wurden nicht mit

eingeschlossen (Gibson et al., 2011).
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Die Morphologie ist als alleinige Methode zur Beurteilung fir das Vorliegen einer MRD
nicht ausreichend. Dies ist in der starken Abhangigkeit vom Untersuchenden und somit
mangelnder Objektivitat sowie der Grenze der Beurteilbarkeit von 5% begriindet. In
unserer Auswertung zeigten die Morphologie und die Immunphanotypisierung an Tag 28
eine hohe Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient r = 0,71, p<0,0001).
Erwahnenswert ist, dass es sich bei beiden Methoden um die gleichen Untersucher
handelte und diese die jeweiligen Ergebnisse kannten. Bei unklarem morphologischem
Befund wurde die Immunphanotypisierung als Erganzung hinzugezogen. Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen wiesen Inaba et al. eine schlechte Korrelation der drei
Untersuchungsmethoden Morphologie, Immunphanotypisierung und PCR-Amplifizierung
nach. Allerdings bleibt unklar, ob die Untersucher der jeweiligen Methoden dieselben
Personen waren und ob sie die jeweiligen Untersuchungsergebnisse der einzelnen
Methoden kannten. Des Weiteren zeigten in Inabas Auswertung sowohl die Morphologie
als auch die Molekulargenetik keinen Einfluss hinsichtlich der Prognose (Inaba et al.,
2012). In der St. Jude AMLO2 Studie waren 17% der morphologischen Proben hinsichtlich
ihrer Morphologie nicht zu interpretieren und in 9,5% zeigten sich in der morphologischen
Untersuchung keine leukdmischen Blasten, wahrend in der Immunphanotypisierung
Blasten nachgewiesen werden konnten.

Loken et al. wiesen in ihrer Auswertung der Children’s Oncoloy Group AML Protokoll
AAMLO3P1 (n=249) ebenfalls bei 25% der Patienten (n=46), die morphologisch eine CR
nach der 1.Induktion erreicht hatten, eine MRD von < 0,1% - > 5% Blasten nach. Dies
deckt sich mit unseren Ergebnissen.

In unserer Untersuchung lagen immunphanotypisch bei 24% (n=46) der Patienten > 2%
Blasten an Tag 28 vor, welche in der Morphologie nicht nachgewiesen werden konnten.
Bei 2% (n= 4) der 192 Patienten konnten an Tag 28 ausschlieRlich bei der
morphologischen Beurteilung > 5% Blasten festgestellt werden. Dies ist unter anderem
mit der Probenqualitdt zu erklaren z.B. durch die Blutverdinnung. Campana stellte die
Frage der Relevanz der morphologischen Untersuchung vor allem unter dem
Gesichtspunkt der auftretenden Differenzen zwischen dem Fehlen von Blasten in der
Morphologie und dem Nachweis in der Immunphanotypisierung. Des Weiteren stellte er
dar, dass die Anzahl der Blasten </> 5%, die man morphologisch detektiert, keine
signifikante Auswirkung auf das EFS haben, sondern dass das Vorliegen von MRD-
Positivitat oder MRD-Negativitat entscheidend ist (Campana und Coustan-Smith, 2012).
Inaba et al. gingen ebenfalls davon aus, dass die Anzahl der Blasten in der Morphologie
von < 5% und = 5% keinen Einfluss in Bezug auf das EFS hat. Sievers et al. hingegen
zeigten in der AML Studie 2961 der Children's Oncology Group, dass das Vorliegen von

>15% Blasten morphologisch nach der ersten Induktion in der univariaten Auswertung die
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Vorhersage eines Rezidivs anzeigte, wahrend es in der multivariaten Auswertung keine
Signifikanz erreichte (Sievers et al., 2003). Auch in unserer morphologischen
Untersuchung zeigten sich signifikante Unterschiede bzgl. pEFS, pOS und der Cl Rez. fir
Kinder ohne Blasten an Tag 28 und solchen mit erhdhter Blastenzahl (siehe Kapitel 4.4,
Abbildung 10, 11 und 12). Die Abhangigkeit des pEFS von der H6he der Blastenanzahl zu
verschiedenen Zeitpunkten im Therapieverlauf beschrieben Langebrake et al. ebenfalls
(Langebrake et al., 2006).

Weitere Studiengruppen wie z.B. die skandinavische NOPHO nutzen die Morphologie
hauptsachlich flir das Therapieansprechen an Tag 15 und zur weiteren
Therapiestratifizierung, allerdings ebenfalls unter Zuhilfenahme der
Immunphéanotypisierung (Abrahamsson et al., 2011).

Walter et al. wiesen in einer retrospektiven Studie mit Patienten aller Altersgruppen (6
Monate bis 69,5 Jahre alt) bei 19,4% bzw. 24,4% der Patienten eine MRD in der
Immunphanotypisierung nach, welche morphologisch als frei von leukamischen Blasten
bzw. sich in CR befindlich galten. Diese Patienten erhielten alle in CR eine SZT. Das
Vorliegen einer MRD vor SZT stellte sich als unabhangiger prognostischer Faktor heraus
bzw. war mit einer hdheren Rezidivwahrscheinlichkeit und einer schlechteren Prognose
assoziiert (Walter et al., 2013; Walter et al., 2014).

Sowohl die holldandische DCOG ANLL97 Studie als auch die britische MRC AML12 Studie
stuften die Morphologie als zu subjektiv und zu wenig sensitiv ein und nutzten fir die
MRD Uberwachung die Immunphé&notypisierung und PCR Diagnostik (Rubnitz et al.,
2010). Langebrake et al hingegen wiesen nach, dass Morphologie und Immun-
phanotypisierung fir die Verlaufsuntersuchung Tag 15 und Tag 28 zusammen mehr

Aussagekraft besitzen als jede fur sich allein genommen (Langebrake et al., 2006).

Zusammenfassend wird international der Morphologie allein in der Uberwachung des
Krankheitsverlaufes nicht mehr der gleiche Stellenwert gegeben und immer mehr finden
die Immunphanotypisierung und/oder RT-PCR als Erganzung oder alleiniger Ersatz
Anwendung (DiNardo und Luger, 2012; Roug et al., 2014). Eine dhnliche Entwicklung gab
es auch in unseren AML-BFM Therapiestudien 1998 und 2004. Nicht nur die
Immunphanotypisierung, sondern auch die Zytogenetik und Molekulargenetik dienen
neben der Einteilung in die Risikogruppen =zusatzlich der Beurteilung des
Therapieansprechens im Verlauf. Bei erfahrenen Untersuchern hat jedoch die
morphologische Beurteilung weiterhin einen hohen Stellenwert, was sich in unseren

Ergebnissen wiederspiegelt.
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5.2 Beurteilung der MRD durch die Immunphéanotypisierung

Unterscheidung der Blastenpopulationen an Tag 28

Die Immunphanotypisierung hat sich u.a. aufgrund ihrer guten Anwendbarkeit als
Methode zur Untersuchung der MRD etabliert. Nahezu alle Patienten weisen zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung einen leukamie-assoziierten Immunphanotyp auf (Rubnitz
et al. 94,9% (Rubnitz et al., 2010); van der Velden 94% (van der Velden et al., 2010),
Coustan-Smith 85% (Coustan-Smith et al., 2003).

Daher findet die Immunphénotypisierung sowohl in den padiatrischen AML-Studien als
auch in den Studien zur AML im Erwachsenalter breite Anwendung (Kern et al., 2008; van
Rhenen et al., 2007). Allerdings bestehen hinsichtlich der Durchfihrung noch deutliche
Unterschiede (van der Velden et al., 2010).

Unzureichend ist bislang die Definition eindeutiger Standards in der Diagnostik (Kaspers
und Zwaan, 2007). Dies macht sich bei der Verwendung verschiedener Antikoérper-Klone,
unterschiedlicher Fluoreszenz-Farbstoffe sowie der variablen Messtechnik der einzelnen
Gerate bemerkbar.

In unserem Untersuchungsprotokoll betrug die Anzahl der gemessenen Zellen pro
Untersuchung 100.000. Eine zeitliche Begrenzung der Untersuchung bei einer sehr
zellarmen Probe limitierte die Anzahl der gemessenen Zellen minimal auf 30.000 pro
Untersuchung. Dies wiederum begriindet den im Vergleich zu anderen Gruppen hohen
Grenzwert von >2% Blasten. Campana et al. verwendeten eine Zellzahl von 1 Mio. pro
Untersuchung und konnten somit den Grenzwert deutlich niedriger bei 0,1% Blasten
festlegen. Bei der Children’s Cancer Group betrug die Anzahl gemessener Zellen pro
Untersuchung 200.000. Die Gruppe definierte den Grenzwert fir die MRD bei = 0,5%
Blasten.

Des Weiteren steht der Zeitpunkt zur Beurteilung des Therapieansprechens im Fokus der
Studien. In den meisten Fallen werden die Zeitpunkte nach der Induktion und vor der
Konsolidierung untersucht (Abrahamsson et al., 2011; Inaba et al., 2012; Rubnitz et al.,
2010; Sievers et al., 2003). Im Rahmen der AML-BFM Studien 1998 und 2004 wurde
bisher flir das morphologische Ansprechen der Tag 15 nach der 1.Induktion untersucht.
Aufgrund der an Tag 15 nur wenig fortgeschrittenen Zellregeneration war eine Beurteilung
hinsichtlich einer kompletten Remission (CR) nicht vorgesehen.

In dieser Arbeit lag das Hauptaugenmerk hingegen auf dem Tag 28 nach der 1. und vor
der 2. Induktion. Wie von Langebrake 2006 beschrieben, ist es sinnvoll, das
Therapieansprechen zu mehreren Zeitpunkten der Therapie zu erheben (Langebrake et
al., 2006). Inaba et al wiesen nach, dass das Vorliegen einer minimalen Resterkrankung

nach der 2. Induktion mit einem niedrigeren EFS und einer héheren Rezidivrate
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einhergeht als nach der 1. Induktion (Inaba et al., 2012). Im Vergleich dazu wurden in der
hollandischen DCOG ANLL97 Studie und der britischen MRC AML12 Studie 94 Kinder mit
einer AML hinsichtlich ihrer MRD untersucht. Untersuchungszeitpunkte waren nach der
1.Induktion (TP2), nach der 2. Induktion (TP3) sowie nach der Intensivierung (TP4) und
der Konsolidierung (TP5). Fir den zweiten Zeitpunkt (TP2) wurde eine prognostische
Signifikanz fir das rezidivfreie Uberleben (RFS) und das Gesamtiiberleben (OS)
nachgewiesen, wohingegen sich keine Signifikanz hinsichtlich der spateren 3 Zeitpunkte
(TP3, TP4, TP5) zeigte. Die Autoren rdumten ein, dass dies durch die kleinere
Probenanzahl bedingt sein kédnne (van der Velden et al., 2010).

Dartber hinaus bietet die Unterscheidung zwischen leukdmischen und regenerativen
Blasten in der Immunphanotypisierung eine Maoglichkeit zu ergrinden, warum es
Patienten gibt, die nach der Induktionstherapie > 5% Blasten aufweisen und im Verlauf
kein Rezidiv bekommen und wiederum Patienten mit gleicher Blastenanzahl nach der
Induktion ein Frihrezidiv erleiden bzw. im Verlauf rezidivieren (Sievers et al., 2003).
Bisher hat keine andere Studiengruppe die Differenzierung zwischen regenerativen und
leukdmischen Blasten beschrieben. Als regenerativ wurden Blasten bei dem Vorliegen
von Stammzellantigenen CD 117, CD 34 sowie dem Antigen CD 38 fur Proliferation
definiert. Weitere Kriterien waren die Abgrenzung zum initialen Expressionsmuster und
das Fehlen aberranter Antigene.

In unserer Untersuchung zeigten sich bei 18% (n=35) immunphanotypisch > 2% Blasten
an Tag 28, welche aufgrund ihrer Antikbrperexpressionsmuster als regenerativ beurteilt
wurden. Patienten mit regenerativen Blasten an Tag 28 fanden sich v.a. in der
Standardrisikogruppe. Des Weiteren wiesen diese Patienten prozentual den hdchsten
Anteil positiver Prognosefaktoren in der Molekular-/Zytogenetik auf. Sie sind mit
durchschnittlich 4,8 Jahren deutlich jliinger als das Durchschnittsalter der Gesamtgruppe
mit 7,3 Jahren.

Darum ist es wichtig, diese Patientengruppe zu ermitteln und ihnen eine angepasste
Therapie zukommen zu lassen. Bei diesen Patienten ist eher keine intensivere Therapie
notwendig und sie kdnnen somit von einer nebenwirkungsdrmeren Behandlung

profitieren.

Insgesamt 19% (n=37) der Patienten zeigten morphologisch >5% Blasten und gleichzeitig
in der Immunphéanotypisierung > 2% Blasten an Tag 28.

Somit waren 45% (n=87) der 192 Patienten MRD positiv nach der 1.Induktion. In den
anderen Studiengruppen waren 13-66% der Patienten MRD positiv, wobei die
unterschiedlichen Grenzwerte und Zeitpunkte zu bericksichtigen sind. Inaba et al. wiesen

bei 37% der Patienten nach der 1.Induktion = 0,1% Blasten nach. Sie untersuchten als
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weiteren Zeitpunkt den MRD Status nach der 2.Induktion. Insgesamt waren zu diesem
Zeitpunkt 20% (n=39) MRD positiv. Sievers et al. wiesen bei nur 13% der Patienten nach
der 1.Induktion 20,5% Blasten nach. In der Hochdosis-Cytarabin-Gruppe waren nach der
1.Induktion 34% MRD positiv mit 20,1% Blasten und in der Niedrigdosis-Cytarabin-
Gruppe 42% der Patienten in der AML02 Studie von Rubnitz et al. Van der Velden et al.
wiesen bei 66% (n=38) der Patienten 20,1% Blasten nach der 1.Induktion und somit MRD
Positivitat nach.

Der Zeitpunkt nach der 1. Induktion entspricht dem von uns gewahltem Tag 28. Dieser
Tag ist wie auch die Ergebnisse anderer gezeigt haben gut gewahlt, um das
Therapieansprechen bzw. das Vorliegen einer minimalen Resterkrankung zu beurteilen.
Zu diesem Zeitpunkt ist die Zellregeneration bereits weiter vorangeschritten als z.B am

Tag 15 an einem friheren Zeitpunkt nach der 1. Induktion.

Es zeigte sich in unserer immunphanotypischen Untersuchung der 192 Patienten kein
signifikanter Unterschied fir das pEFS, das pOS und die CI fir ein Rezidiv bzgl. des
Vorliegens von < 2% Blasten an Tag 28 in der Immunphanotypisierung im Vergleich zu >
2% Blasten (siehe Kapitel 4.3). Allerdings ist zu beachten, dass in der AML-BFM Studie
2004 seit dem Jahr 2006 fur viele Patienten mit dem Vorliegen einer minimalen
Resterkrankung an Tag 28 eine Anderung in der Therapie erfolgte (siehe Kapitel 4.7).
Inaba et al. hingegen zeigten in ihrer AML 02 Studie, dass das EFS und OS signifikant
vom MRD-Level nach der 1.Induktion in der Immunphanotypisierung abhangig sind
(Rubnitz et al., 2010). Es erfolgte eine Unterteilung in < 0,1% Blasten, 0,1%-1% Blasten
und >1% Blasten in der Immunphéanoypisierung. Ab > 0,1% Blasten lag eine MRD-
Positivitat vor. MRD negative Patienten und Patienten mit einem MRD-Level von 0,1-1%
nach der 1.Induktion zeigten das gleiche Therapieergebnis, wohingegen sich die CI fur
eine Rezidiv hinsichtlich der MRD negativen Patienten und Patienten mit einem MRD-
Level von 0,1-1% signifikant zu den Patienten mit einem MRD-Level > 1% unterschied
(49,2% vs. 16,7%; p<0,0001). Die AML 02 Studiengruppe nahm ahnlich wie in unserem
Studienprotokoll Stratifizierungen und Therapieanpassung in Bezug auf die MRD, das
MRD-Level und das Therapieansprechen vor (siehe Kapitel 5.3).

Leider finden sich keine Angaben zu der gemessenen Zellzahl im FACS, den
verwendeten Antikérpern und ob es sich um ein 4-Farben-Panel gehandelt hat. Somit ist

die Vergleichbarkeit der Messmethoden erschwert.

Die Arbeitsgruppe um Van der Velden wies in Bezug auf die DCOGANLL97/MRC AML 12
Studien (n=94) nach, dass MRD negative Patienten (n=20; 34%) nach der 1. Induktion
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(TP2) ein signifikant hdheres 3-Jahres rezidivfreies Uberleben (RFS) und 3-Jahres OS als
MRD positive Patienten haben (van der Velden et al., 2010).

Die Studiengruppe verwendete ahnliche LAIPs (CD2, CD7, CD56; CD34+, CD11b+;
CD19). In 80% der Falle konnten 1 Mio. Events ausgezahlt werden; bei allen Patienten
mind. 100.000 Zellen. Dies begriindet die Untergrenze von < 0,01% bzw. 0,1%. Es
handelte sich ebenfalls um ein 4-Farben- Panel. Hervorzuheben ist, dass keine

Umestratifizierung aufgrund des MRD-Status stattfand.

Sievers et al. fanden in ihrer Untersuchung die CCG2914/2961 Studien (n=252)
betreffend heraus, dass in der multivariaten Analyse das relative Risiko fiir EFS 4,8-fach
héher (95% CI = 2,8 — 8,4, p=0,0001) und 3,1-fach héher (95% CI 1,9 — 5,1, p=0,0001)
war zu sterben, wenn eine minimale Resterkrankung (MRD) vorlag. Das OS fiir 3 Jahre
unterschied sich ebenfalls signifikant fir Patienten ohne MRD gegeniber den Patienten
mit MRD nach der Konsolidierungstherapie (p=0,0058) (Sievers et al., 2003). Der Cut off
lag bei = 0,5% Blasten und pro Untersuchung wurden 10 000 events gezahlt. Es handelte
sich um ein 3-Farben-Panel mit einer ahnlichen Antikdrperauswahl wie unserer (CD45,
HLA-DR, CD5, CD38, CD15, CD16, CD 14, CD7, CD11b, CD19, CD13, CD34, CD33,
CD56). Es gab zwei Untersucher, welchen weitere diagnostische und klinische
Ergebnisse nicht bekannt waren. Es wurde unabhangig voneinander untersucht. In 2%
kam es zu unterschiedlichen Ergebnissen, In diesen Fallen besprachen sich die
Untersucher und legten ein gemeinsames Ergebnis fest.

In der aktuelleren Untersuchung der Children’s Oncology Group von Loken et al. bzgl.
des Therapieprotokolls AAMLO3P1 (n=249) lag der Cut off bei < 0,1% Blasten,

Deutliche Erweiterung und Anderung der Antikérper-Auswahl im 4-Farben-Panel (CD34,
CD45, HLA-DR, L243, CD36, FA6.152, M¢/P9, 4H9, D12, HB7, L138, P67.6, MY31,
CD117, 104D2, CD49d, L25, 2D1, 8G12, CD38, CD15, CD14, CD11b, CD34, CD33,
CD56). Die Messung erfolgte mit 200000 events. Die Befundung nahmen zwei
unabhangige Untersucher vor, denen keine weiteren Informationen zu den
Proben/Patienten vorlagen. In allen drei Therapieprotokollen der Children’s Oncology

Group wurde keine Stratifizierung aufgrund des MRD-Status durchgefiihrt.

Es ist anzunehmen, dass der Grund fir die signifikanten Ergebnisse fir EFS, OS und Cl
fir ein Rezidiv in den Studiengruppen (Childrens Cancer group, AML02 St. Jude,
DCOGANLL/97/MRC AML12) gegenuber unseren nicht signifikanten Ergebnissen in den
deutlich niedrigeren Cut off Werten fir die Immunphanotypisierung sowie  der

unterschiedlichen Methodik (die Untersucher kennen die Befunde der Morphologie vor
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Befundung der Durchflusszytometrie nicht) liegt. Zudem wurde in der multivariaten

Analyse das Ergebnis der Morphologie nicht bertcksichtigt.

5.3 Therapieansprechen, Therapieverlauf und Therapiestratifizierung in Bezug
auf das Vorliegen einer minimalen Resterkrankung

Betrachtet man die Beziehungen zwischen Therapieansprechen an Tag 28 und dem
klinischen Verlauf (Abbildung 34, Kapitel 4.6) der 192 Patienten, fur die sowohl die
morphologischen als auch immunologischen Daten von Tag 28 vorlagen, so zeigt sich,
dass sich die drei Patientengruppen (Blasten negativ/regenerativ/positiv an Tag 28)
hinsichtlich der Prognose angleichen. So unterscheiden sich weder das pEFS noch die Cl
fur ein Rezidiv signifikant.

In der Auswertung von Langebrake 2002 stellte sich dies noch anders dar
(Auswertungszeitraum AML BFM Studie 1998 01.07.1998 — 31.03.2001). Langebrake
wies nach, dass die Rezidivrate der MRD-positiven Kinder im Vergleich zu den MRD-
negativen Kindern um das 1,8-fache erhéht war. In der aktuellen Auswertung haben sich
die Rezidivraten der MRD-pos./MRD-neg. Kinder fast angeglichen: 34,9 +5,2% vs. 32,9
15,7%. Eine mogliche Erklarung liegt darin, dass im Rahmen der AML-BFM Studie 2004
fir den Zeitraum von 2006 - 2010 neben der Stratifizierung nach Prognosegruppen
ebenfalls eine Therapiestratifizierung aufgrund des Therapieansprechens an Tag 15 bzw.
Tag 28 vorgenommen wurde. Von den Patienten wurden 21% (n=30) bei schlechtem
Therapieansprechen an Tag 15 und Tag 28 aus der Standardrisikogruppe in die
Hochrisikogruppe umgruppiert und damit intensiver behandelt. Von diesen 30 Patienten
erhielten 4 eine SZT in 1.CR. Weitere 45 Patienten aus der HR-Gruppe erhielten bei
schlechtem Therapieansprechen an Tag 28 und im weiteren Therapieverlauf eine
Therapieanpassung (vorgezogene 2.Induktion/Konsolidierung oder Therapie nach der
Rezidiv-Studie). 38 dieser Patienten erhielten eine SZT, 31 von ihnen in 1.CR.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich das Gesamtlberleben fir die Patienten mit gutem
Therapieansprechen und gunstiger/intermediarer genetischer Prognosegruppe bei
Vergleich der Zeitrdume 1998 - 2005 und 2006 - 2010 signifikant verbessert hat
(p=0,0002). So lberlebten in dieser Patientengruppe von 1998 - 2005 57 +5% und 2006 -
2010 86 +3%. Noch deutlicher fallt das Ergebnis fiir die Patientengruppe mit ungtinstiger
Genetik und/oder schlechtem Therapieansprechen aus. So verbessert sich in dieser
Patientengruppe das Gesamtiberleben signifikant. Es Gberleben von 1998 - 2005 57 +5%
der Patienten und 2006 - 2010 77 +4% (p=0,00003).

67



Die NOPHO Studiengruppe flhrte ebenfalls eine Therapiestratifizierung nach dem
Therapieansprechen gemessen an der Morphologie < 5% Blasten oder = 5% Blasten an
Tag 15 nach der 1. Induktion durch. Unterstitzend zur Morphologie wurde die
Durchflusszytometrie verwendet, v.a. zur Remissionsbeurteilung (Details Uber die
Methodik und Durchfihrung wurden nicht verédffentlicht). Es zeigten sich signifikante
Unterschiede im pEFS hinsichtlich des Therapieansprechens. Die Patienten mit mittlerem
Therapieansprechen hatten ein signifikant schlechteres Endergebnis als jene mit einem
guten oder schlechten Therapieansprechen. Dies liegt mdglicherweise daran, dass
Patienten mit schlechtem Therapieansprechen haufiger eine Therapiednderung sowie
eine Stammzelltransplantation erhielten. Bei Vorliegen eines MLL-Rearrangements
erfolgte ebenfalls die Indikation zur SZT. Beziiglich des OS uber 3 Jahre zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede.

In der AMLO2 Studie (St. Jude) wurde ebenfalls eine Therapieanpassung hinsichtlich des
Therapieansprechens vorgenommen. Lag nach der 1. Induktion ein MRD > 1% Blasten
vor, wurde die 2. Induktion vorgezogen. Bei MRD > 0,1% nach der 2. Induktion erfolgte
eine Therapieanpassung dahingehend, dass die Patienten einen 3. Induktionsblock
erhielten. Wa&hrend des Beobachtungszeitraumes erfolgte eine Anderung im
Therapieprotokoll, so dass kein 3. Induktionsblock mehr gegeben wurde, sondern nur
noch bei MRD > 1% nach der 1. Induktion die 2. Induktion vorgezogen wurde. Patienten
mit > 25% Blasten nach der 1. Induktion oder fortbestehender MRD nach drei
Therapieblécken kamen in die HR-Gruppe und erhielten somit die Indikation zur SZT. Das
3-Jahres OS unterscheidet sich fir die Patienten der HR-Gruppe mit MRD > 1%
dahingehend, dass von den Patienten mit SZT 43,5% Uberlebten gegeniiber 23,1% ohne
SZT (Rubnitz et al., 2010).

Somit zeigte sich nicht nur in unserer Untersuchung ein Effekt der MRD gesteuerten

Therapieanpassung nach der 1. Induktion sowie im weiteren Verlauf.

Die Arbeitsgruppe um Van der Velden (DCOGANLL97/MRC AML 12 Studien) war eine
der Arbeitsgruppen (neben der Children’s Oncology Group), die keine Umstratifizierung in
andere Risikogruppen aufgrund des MRD-Status durchfiihrte. Patienten mit >20% Blasten
nach der kompletten Induktion bzw. mit einem unguinstigen Karyotyp wurden in die ,Poor-
Risk“-Gruppe unserer Hochrisikogruppe entsprechend stratifiziert. Somit hatte das MRD-

Level bzw. der MRD-Status keinen Einfluss auf die Therapieentscheidung.
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Grundsatzlich hat es in der jlingeren Studiengeneration einige Weiterentwicklungen der
Therapie gegeben (siehe Kapitel 3.3 und 3.4). In der AML-BFM Studie 2004 konnte zum
Beispiel durch den Einsatz von liposomalem Daunorubicin eine Dosissteigerung ohne
steigende Kardiotoxizitat erreicht werden. Ebenso wurde der Erkenntnisgewinn aus der
AML-BFM Studie 1998 umgesetzt, dass die Standardrisikogruppe von einer 2. Induktion
mit HAM nicht profitiert hat und auf diesen Therapieblock verzichtet.

Zudem hat es in den letzten Jahren im europaischen Raum eine Entwicklung in der
padiatrischen Onkologie hin zu einer standardisierten Therapie in erfahrenen Zentren
gegeben. Im Jahr 2006 hat in Deutschland der Gemeinsame Bundesausschuss die
gesetzlichen Voraussetzungen fir die Zulassung padiatrisch-onkologischer Zentren
festgelegt und zugleich die Behandlung auf diese Zentren beschrankt. Die definierten
fachlichen und personellen Anforderungen sowie Anforderungen an die Organisation und
Infrastruktur haben in Deutschland dazu gefiihrt, dass derzeit 60 von 364 Kinderkliniken
die padiatrische-onkologische  Therapie ausfliihren. Diese Reduzierung der
Behandlungszentren auf erfahrene onkologische Zentren hat zu einer deutlichen
Verbesserung der Behandlung geflihrt. Zusatzlich streben die Therapiestudien eine
Optimierung der Supportivtherapie an. Anhand der Therapieprotokolle AML-BFM 1998
und 2004 kann man die zunehmende Standardisierung der Supportivtherapie erkennen.
Ein groRRer Anteil der Therapieprotokolle widmet sich den supportiven Maflinahmen. Diese
Einflussfaktoren aus geschultem Personal und Etablierung eines Therapiestandards in
das Therapieprotokoll bezilglich einer Prophylaxe oder bei primaren Komplikationen und
akuten Infektionen wahrend der Therapie, konnten die infektionsassoziierte Mortalitat Gber
die Jahre signifikant senken und sind somit hinsichtlich des zunehmenden

Therapieerfolges zu berlcksichtigen.

5.4 Schlussfolgerungen und Perspektiven

Fur die Methode der Immunphanotypisierung besteht das Problem, dass Verdnderungen
der Antigenexpression der malignen Blasten wahrend der Therapie die eindeutige
Bestimmung residualer Blasten erschweren. Durch neuere Antikdrper und erweiterte
Kombinationen der Antikérper versucht man dies zu verbessern. Auch hangt die Methode
von der Expertise des Untersuchers ab, so dass weiter an sicherer Auswertungssoftware
und Standardisierung gearbeitet werden muss. Zu steigern ist auch noch die GréRRe der
untersuchten Kollektive; diese liegen bislang zwischen 94 und 203 Patienten. Die AML ist
in ihren Subtypen sehr heterogen, so dass eine Aussage hinsichtlich der Bedeutung
einzelner Subtypen und weiterer Risikofaktoren wie der Zyto- und Molekulargenetik in

Bezug auf die minimale Resterkrankung erschwert ist. Dennoch bietet die
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Immunphéanotypisierung eine Moglichkeit, das Vorliegen einer MRD festzustellen und so
diejenigen Patienten, die eine intensivierte Therapie brauchen von solchen zu
unterscheiden, die eine weniger intensive Behandlung bendtigen. Durch die Identifikation
dieser Patienten kann die Behandlung individuell angepasst werden und dadurch bei der
kumulativen Inzidenz fiir ein Rezidiv der einen Gruppe die Prognose verbessert werden
und bei den anderen Patienten das Risiko therapieinduzierte Schaden zu erleiden
verringert werden (Al Mawali et al., 2009; Creutzig et al., 2013; Goulden et al., 2006; van
der Velden et al., 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der morphologisch gemessene Blastenanteil
eine entscheidende Rolle zur Beurteilung des Therapieansprechens darstellt und diese in
der Konsequenz in den meisten Studien eine Therapieanpassung (inkl. SZT) oder die
Einteilung in die Risikogruppen nach sich zieht (Abrahamsson et al., 2011; Creutzig et al.,
1990; Gibson et al., 2011; Hasle, 2014; Kern et al., 2008; Lange et al., 2008;
Ravindranath et al., 2005; Tsukimoto et al., 2009). Die Immunphanotypisierung ist fir das
MRD-Monitoring die Methode der Wahl durch ihre hohe Anwendbarkeit, Sensitivitat und
Objektivitat. Eine mogliche Zukunftsperspektive ist, zwei oder mehr unabhangige
Methoden nebeneinander zum MRD-Monitoring anzuwenden, um so ein Maximum an
Sensitivitat und Spezifitat zu erreichen. Zudem lasst sich mit der Immunphéanotypisierung
wertvolle Information hinsichtlich der Prognose ableiten. Die Entwicklung neuer Marker-
Kombinationen und Standardisierung der Immunphénotypisierung ist somit vordringlich
(Rizzari et al., 2011).
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6 Zusammenfassung

Der Nachweis der minimalen Resterkrankung (MRD) im Verlauf der ersten Behandlungs-
zyklen gilt als wesentlicher prognostischer Faktor bei der akuten myeloischen Leuk&mie
(AML) und als ein entscheidender Parameter flr eine optimierte risikoadaptierte
Therapiestratifizierung. Diese Arbeit beschéaftigt sich vorrangig mit der Immunphano-
typisierung, da trotz einer hohen Sensitivitat (10°-10°) der PCR-Analyse AML-spezifische
Marker bisher bei einem groRen Teil der Patienten nicht vorhanden sind oder nicht
durchgefiihrt werden kénnen. Demgegenuber kann man mit Hilfe der multiparametrischen
Immunphéanotypisierung bei bis zu 90% der Patienten einen leukdmieassoziierten
Immunphanotyp detektieren. Fir den Zeitraum vom 01.07.1998 bis 31.08.2009 konnten
fir 791 Patienten der AML BFM Studien 1998 und 2004 die Daten hinsichtlich des
Therapieansprechens an Tag 28 ausgewertet werden. Bei 92 Patienten waren die Daten
unvollstdndig oder die Patienten starben vor méglicher Beurteilung des Therapie-
ansprechens, so dass flr 699 Patienten morphologische Daten und fiir 192 immuno-
logische Daten zu dem Tag 28 vorlagen. Die Morphologie und die Immunphanotypi-
sierung an Tag 28 zeigten eine sehr gute Korrelation (Spearman Korrelations-koeffizient
0.71, p<0.0001). Der Grenzwert flr das Vorliegen einer minimalen Resterkrankung wurde
bei >2% leukdmische Blasten in der Immunphanotypisierung festgelegt. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten mit > 2% Blasten und Patienten mit
< 2% Blasten an Tag 28 bzgl. der geschatzten Wahrschein-lichkeit fur ein ereignisfreies
Uberleben (pEFS), der geschatzten Wahrscheinlichkeit fir das Gesamtiiberleben (pOS)
und der kumulativen Inzidenz fir das Erleiden eines Rezidivs (Cl Rez.). Bei 18% der
Patienten (n = 35) lieBen sich an Tag 28 in der Immunphanotypisierung regenerative
Blasten nachweisen. Eine Therapieanpassung erfolgte im Rahmen der AML-BFM Studie
2004 seit dem Jahr 2006. Aufgrund unzureichenden Therapieansprechens an Tag 15
und/oder an Tag 28 sowie dem Vorliegen einer prognostisch unglnstigen genetischen
Aberration wurden in dem Zeitraum 2006-2010 30 Patienten von der
Standardrisikogruppe (n = 138) in die Hochrisikogruppe stratifiziert. Von diesen Patienten
erhielten 4 eine Stammzell-transplantation in erster Remission. Eine Therapieanderung
erhielten 19 Patienten (8%) der Hochrisikogruppe (n = 266). 38 dieser Patienten erhielten
eine Stammzelltransplantation. Durch die Therapieanpassung ab 2006 hat sich nicht nur
eine Angleichung des pEFS, pOS und Cl Rez. uber 5 Jahre der Patienten mit oder ohne
Nachweis einer MRD vollzogen, sondern es ist auch eine Annaherung der Standard- und
Hochrisikogruppe in Hinblick auf das pEFS und pOS erfolgt. Die angepasste
Therapiestratifizierung hat die prognostische Signifikanz der Blastenpersistenz

aufgehoben und zur Verbesserung des Uberlebens beigetragen.
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8 Anhang

8.3 Abbildungen
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Abbildung 8

Das errechnete Gesamtiiberleben (pOS) liber den Zeitraum von 5 Jahren fiir die Patienten der
Studien AML 1998/2004 mit dem Nachweis < 2% Blasten bzw. >2% Blasten in der
Immunphanotypisierung an Tag 28
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Abbildung 12
AML 1998/2004 die kumulative Inzidenz fiir ein Rezidiv erhoben mittels Morphologie und
Immunphanotypisierung an Tag 28 in der Gesamtgruppe (n=699)
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Abbildung 16
AML-BFM Studien 1998/2004 Standardrisikogruppe (n= 237) in der morphologischen Auswertung
an Tag 28 fur das errechnete Ereignisfreie Uberleben (pEFS) fir den Zeitraum von 5 Jahren
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Abbildung 17
AML-BFM Studien 1998/2004 Standardrisikogruppe (n=237) in der morphologischen Auswertung
an Tag 28 fur das errechnete Gesamtiiberleben (pOS) fir den Zeitraum von 5 Jahren
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Abbildung 18

AML-BFM Studien 1998/2004 Standardrisikogruppe (n= 237) in der morphologischen Auswertung
an Tag 28 fiur die kumulative Inzidenz fir das Nichtansprechen/Erleiden eines Rezidivs (Cl fir
NR/Relapse) tber den Zeitraum von 5 Jahren
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Abbildung 22

AML-BFM Studien 1998/2004 Patienten der Hochrisikogruppe in der immunphé&notypischen
Auswertung an Tag 28 (n=78) fiir das errechnete Ereignisfreie Uberleben (pEFS) fiir einen
Zeitraum von 5 Jahren
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Abbildung 23

AML-BFM Studien 1998/2004 Patienten der Hochrisikogruppe in der immunphanotypischen
Auswertung an Tag 28 (n=78) fur das errechnete Gesamtiiberleben (pOS) fir den Zeitraum von 5
Jahren
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Abbildung 24

AML-BFM Studien 1998/2004 Patienten der Hochrisikogruppe in der immunphanotypischen
Auswertung an Tag 28 (n=78) fur die kumulative Inzidenz fiir das Nichtansprechen/Erleiden eines
Rezidivs (Cl fur NR/Relapse) fir den Zeitraum von 5 Jahren
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Abbildung 28

AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe ohne SZT (n= 69) in der immunphé&notypischen
Auswertung an Tag 28 fiir das errechnete Ereignisfreie Uberleben (pEFS) fiir den Zeitraum von 5
Jahren
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Abbildung 29

AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe ohne SZT (n=69) in der immunphanotypischen
Auswertung an Tag 28 fiir das errechnete Gesamtiberleben (pOS) fiir den Zeitraum von 5 Jahren
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Abbildung 30

AML-BFM Studien 1998/2004 Hochrisikogruppe ohne SZT (n= 69) in der immunphanotypischen
Auswertung an Tag 28 fir die kumulative Inzidenz fir das Nichtansprechen/Erleiden eines
Rezidivs (Cl fur NR/Relapse) fir den Zeitraum von 5 Jahren
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8.4 Tabellen

Tabelle 12
4-Jahres Gesamtlberleben fiir die Gruppe untersuchter Patienten im FACS (n=192) und der
Gruppe der nicht untersuchten Patienten (n=553)

Nicht
Gesamt ur!lrt';;ﬁgrslte unten_'suchte p
. Patienten
Patienten
N % | N % N %

Geschlecht
Jungen 391 525|100 521 [291 526
Madchen 354 475 (92 479 |262 47.4 }0,89
FAB
MO 3% 47 |7 3.6 28 50 N
M1 119 16,0 |29 15,1 |90 16.3
M2 192 258 |47 245 |145 26,2
M4 Eo- 88 11818 94 70 12,7
M4 Eo+ 67 90 |23 120 |44 80 |, 034
M5 162 21,7 |43 224 | 119 21,5
M6 20 27 |86 3.1 14 25
M7 58 78 |16 83 42 7.6
Andere 4 05 |3 1,6 1 0.2 |/
Initial. ZNS-
Befall
nein 651 88,5 |166 88,3 |485 88.5 }
ja 85 115 |22 11,7 |63 11,5 0,94
Organ-
beteiligung
Nein 573 76,9 [ 141 734 |432 78,1 }
ja 172 23,1 | 51 26,6 | 121 21,9 0,18
Risikogruppe
SR 247 332 |66 344 | 181 32,7 }
HR 498 66,8 [ 126 656 |372 67.3 0,67
Zyto-/Moleku-
largenetik
48:21). 1(15:17). (163 31,8 |49 283 | 114 22,9
inv(186) }
Other 508 68,2 124 71,7 | 384 77.1 0,15
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8.5 Abkiirzungen

Leukdamieformen

ALL

AML

APL

BAL

FAB MO
FAB M1
FAB M2
FAB M3
FAB M4
FAB M4eo

FAB M5
FAB M6
FAB M7

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie

Akute Promyelozyten-Leukamie (FAB M3)
Biphanotypische Leukamie

Akute myeloische Leukdmie mit minimaler Differenzierung
Akute myeloische Leukdmie ohne Ausreifung

Akute myeloische Leukdmie mit Ausreifung

Akute Promyelozyten-Leukamie (APL)

Akute myelomonoblastéare Leukamie

Akute myelomonoblastare Leukamie mit atypischen eosinophilen
Granulozyten

Akute MonoblastenLeukdmie

Akute Erythroblasten-Leukamie

Akute Megakaryoblasten-Leukdmie

Medikamente und Kombinationen

Al

AIE
Ara-C
ATRA
DAT
DAV
DNR
G-CSF
HAM
haM
HD-Ara-C
HDAC
IDR

i.th.
Konsol. |
Konsol. Il
L-DNR
Mitox
MTX

Ara-C/Idarubicin
Ara-C/Idarubicin/Etoposid-Phosphat
Cytosin-Arabinosid
All-Trans-Retinsaure
Daunorubicin/Cytarabin/Thioguanin
Daunorubicin/Cytarabin/Etoposid
Daunorubicin

Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
HD-Ara-C (3g)/Mitoxantron
HD-Ara-C (1g)/Mitoxantron
Hochdosiertes Cytosin-Arabinosid
Hochdosiertes Cytosin-Arabinosid
Idarubicin

intrathekal

Konsolidierung Phase |
Konsolidierung Phase Il
Liposomales DNR

Mitoxantron

Methotrexat
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Pred
TG
VCR
VP-16

Prednison
Thioguanin
Vincristin

Etoposid

Patienten-Status und Prognoseparameter

Cl

CR
CCR
NR
CRp/PR
ED
EFS
HR
pEFS

pOS

SR
TP

Sonstige
APC

Apo
BCR-ABL
BFM

BMI

CBF

CD
C/EBP-a
c-Kit
EGIL
FAB
FACS
FCS
FITC
FLT3

kumulative Inzidenz

komplette Remission (complete remission)

kontinuierliche komplette Remission (continous complete remission)
Nichtansprechender/Nonresponder

partielle Remission (partial remission)

Frihtod (early death)

ereignisfreies Uberleben (event-free survival)

Hochrisiko (high risk)

geschatzte Wahrscheinlichkeit fiir ein ereignisfreies Uberleben
(probability of event-free survival)

geschatzte Wahrscheinlichkeit fiir das Gesamtuberleben
(probability of overall survival)

Standardrisiko (standard risk)

time-point, Zeitpunkt (TP1, TP2, TP3...)

Allophycocyanin

Apoptose

breakpoint cluster region — Abelson
Berlin-Frankfurt-Miinster

body mass index

core binding factor

cluster of differentiation
CCAAT-enhancer binding protein alpha
cell growth factor kit (Tyrosinkinase)
European Group for Immunological Characterization of Leukemias
French-American-British
fluorescence-activated cell sorting
forward scatter
Fluoresceinisothiocyanat

fms like tyrosinkinase
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GATA-1
GlyA

Gy

HOX

ITD

KMP
KMT/SZT
Lac

LAIP

LDH
Ly
MLL-Rear
MPO
MRD
NEC
PC5
PCR
PE
PerCP
POX

PML-RAR-a

RAR-a
REAR
SSC
TdT
VLA-4
ZNS

globin transcription factor 1

Glykophorin A

Gray

Homdobox Gene/Proteine

internal tandem duplication

Knochenmarkpunktion
Knochenmarktransplantation/Stammzelltransplantation
Lactoferrin

Leukamie assoziierter Immunphanotyp

(leukemia associated immunphenotype)
Laktat-Dehydrogenase

Lymphoid-Antigen Positivitat

mixed lineage leukemia rearrangement
Myeloperoxidase

minimale Resterkrankung (minimal residual disease)
nicht-erythrozytare Zellen

Phycoerythrin-Cyanin-5

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Peridin-Chlorophyll-a Proteinkomplex
Myeloperoxidase

Fusionsprotein

retinoic acid receptor alpha

Gen-Rearrangement

side scatter

terminale Deoxynucleotidyl-Transferase

very late antigen 4 (CD49a/CD29); Integrin

zentrales Nervensystem
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