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Genetische Ver anderungen bel
malignen Erkrankungen

Bessere Klassifikation von malignen Erkrankungen >
WHO

Prognostische und pradiktive Bedeutung

Identifizierung von pathogenetischen Mechanismen
der Tumorenstehung

Entwicklung molekular zielgerichteter Therapien



Genetische Veranderungen bei der
akuten myeloischen Leukamie (AML) des
Erwachsenen

Maligne (boGsartige) Erkrankung des
blutbildenden Systems (Myelopoese) mit
massiver Vermehrung unreifer Vorstufen
(Blasten) im Knochenmark und Blut

plotzlicher Beginn (i.d.R. < 3 Monate)

Klinische Symptome: Blasse. Mudigkeit,
Infektionen, Haut- und Schleimhaut-
blutungen, Knochenschmerzen, Kopf-
schmerzen

Inzidenz: 2.5/100.000/Jahr
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Zytogenetische Risiko-
Stratifizierung bei der AML

Niedrig-Risiko CBF-Leukamie: t(8;21), inv(16)
t(15;17)
Intermediares-Risiko normaler Karyotyp,

t(9;11), +8, other

Hoch-Risiko abn(3q), -5/59-, 1(6;9), -7,
abn(12p), abn(17p)
komplexer Karyotype



Uberleben in Abhéngigkeit der zytogenetischen
Risikogruppe: Ergebnisse der AMLSG Studien
(16-60 yrs, n=1130)
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Genetische Heterogenitat der AML

KIT
RAS
FLT3

45% normaler Karyotyp

N

5% t(8;21)
6% inv(16) 2% t(9;11)
2% t(11923)
1% t(6;9)

1% inv(3)/1(3;3) NRAS

NPM1, FLT3 CEBPA, MLL,
WT1, RUNX1, RAS

11% komplexer
Karyotyp

TP33

23% verschiedene
NPM1, CEBPA,

MLL, RUNX1

FLT3

Ddéhner, Haematologica, 2008;93:976-82



Kooperierende Mutationen in der
Pathogenese der AML

Klasse | Mutationen Klasse |l Mutationen

PML/RARa

FLT3-ITD

RUNX1/CBFA2T1
FLT3-TKD CBFb/SMMHC
RAS .
KIT MLL Fusionen

CEBPA

JAK2 NPM1

Proliferations und/oder AML eingeschrankte

Uberlebensvorteil; kein hamatopoetische
Einfluss auf Differenzierung Differenzierung

z.B. FLT3 Inhibitor ~ —— — z.B.ATRA

Gilliland and Griffin, Blood 100:1532, 2002, modified



AML*: NPM1 Mutationen

In 25-35% aller AML, Gberwiegend in AML mit
normalem Karyotyp (45-62%) und in ~35% der AML
mit del(99)

Exon 12 Mutationen : zytoplasmatischer “shift”

haufiger bei Frauen, myelomonozytar oder
monozytare Morphologie , hohe CD33 und niedrige
bis fehlende CD34 Expression

assoziiert mit FLT3-ITD und TKD Mutationen

glinstige Prognose (in Abwesenheit von  FLT3-ITD)

Zielstruktur fir molekulare Therapie?
*Falinietal., N Engl J Med 2005



AML*: FLT3-ITD Mutationen
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In ~ 25% aller AML, Uberwiegend in AML mit normalem
Karyotyp

Hohe Inzidenz mit NPM1 Mutationen (40%), t(15;17)(q21;921)
/PML-RARA (40-45%) 1(6;9)(p23;034)/ DEK-NUP214 (75%)

assoziiert mit schlechter Prognose

Menge an mutiertem Allel ,allelic ratio (mut/wt )“ beeinflusst
die Prognsose (Whitman et al., Cancer Res 2001; Thiede et
al., Blood 2002)

Zielstruktur far molekulare Therapie  mit TKI: z.B.
Midostaurin , Lestaurtinib, Sunitinib , Sorafenib

*Nakao et al., Leukemia 1996




AML*: CEBPA Mutationen

Transcription activation DNA binding and dimerization

il N-terminal nonsense mutation

C-terminal missense mutation

Transkriptionsfaktor fur linien -spezifische Ausreifung hamato -
poetischer Vorlauferzellen

N-terminal nonsense und C-terminal missense Mutationen, haufig
gleichzeitig vorkommend

In ~5% aller AML, tUberwiegend in AML mit normalem Karyotyp (10-
15%) und in del(9g) -AML (~40%)

Keimbahnmutationen in F allen mit famili arer AML (Smith, NEJM
2004)

glnstige Prognose
*Pabst et al., Nat Genet 2001



AML mit normalem Karyotyp: Genmutationen

NPM1mut/FLT3-|TDreg CEBPAMut

\ J
_ Y
Gunstige Prognose (45%)

Schlenk RF, Dohner K. et al., N Engl J Med 358:1909-1 8, 2008




AML mit normalem Karyotyp : Prognostische
Bedeutung der verschiedenen Genotypen
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Schlenk RF, D6hner K. et al., N Engl J Med 358:1909-1 8, 2008



Donor vs. No Donor Analyse In
verschiedenen Genotypen
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donor 38 31 23 18 9 6 5 3 1 0 0 donor 60 33 24 19 14 6 3 2 2 1 0

Schlenk RF, D6hner K. et al., N Engl J Med 358:1909-1 8, 2008



Genetische Heterogenitat der AML

NPM1, FLT3 CEBPA, MLL,

45% normaler Karyotyp WT1. RUNX1. RAS

11% komplexer
Karyotyp
TP53
KIT
RAS [!5% t(8;21) 23% verschiedene
FLT3| 6o inv(1e) 2.2 U9:11) NPM1, CEBPA,

2% t(11923) MLL, RUNX1
1% t(6;9) FLT3
1% inv(3)/1(3;3) NRAS

Ddhner, Haematologica, in press 2008



Relapse-free survival (%)

Behandlungsergebnisse bel
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Schlenk et al., J Clin Oncol 15:3741-3750, 2004



Genetische Heterogenitat in CBF AML

Sekundare chromosomale Aberrationen*
iNV(16): +22 (14-22%); +8 (11-12%); other (8-25%))

1(8:21): -Y (53-60%); -X (33-41%); del(9q) (17%); other (7-18 %)

Sekundare Genmutationen**

Inv(16) 1(8;21)
KIT exon 8 10-29% 2-50%
KIT codon 816 2-32% 11-29%
FLT3 ITD or D835 0-15% 2-11%
NRAS 13-47% 6-18%
KRAS 9-23% 2-5%
JAK?2 - 6-17%

*Schlenk, JCO 2004; Marcucci, JCO 2005. *Panagopou
Care, BrJH 2003; Beghini, Haematologica 2004; Schnitt
2005; Schessl, JCI 2005; Cairoli, Blood 2005; Wang,
Boissel, Leukemia 2006; Lee, Oncogene 2006; Boissel,
Leukemia 2007.

los, Eur J Haematol 1996; Kiyoi, Blood 1999; Gari, Br JH 1999;
ger, Blood 2005; Bowen, Blood 2005; Goemans, Leukemia

PNAS 2005; Paschka, JCO 2006; Doehner, Haematologi ca 2006;

Leukemia 2006; Bacher, Blood 2006; Du,ASH 2006; Schnit tger,



Genmutationsanalyse in CBF AML

- Inzidenzen -

inv(16 n=155 {(8:21) n=114
Mutation Inzidenz % Mutation Inzidenz %
Kit exon17 20154 (13%) 271112 (24%))
Kit total 58/154 (38%) 34114 ((30%))
FLT3-ITD 6/152 (4% 81112 ((7%)
FLT3-TKD 22152 (14%) ) 4112 (4%
NRAS 73/154 (47%) )  20/114 ((18%)
KRAS 21151 (14%))  6/114  (5%)
JAK2 0/154 41114  (4%)

3

Mutation 133/155 ((86%) 61/114



Prognostische Bedeutung von  KIT Mutationen auf
das Gesamtuberleben inv(16)-positiver AML

Multivariate
Analyse
HR 3.9, P = .009*

Paschka et al. J Clin Oncol. 2006 Aug 20;24(24):3904 -11.



Genetische Heterogenitat der AML

NPM1, FLT3 CEBPA, MLL,

45% normaler Karyotyp WT1. RUNX1. RAS

11% komplexer
Karyotyp
TP53
KIT 0% 1(8:21 -
5% t(8;21) 23% verschiedene
RAS | o/ /0.
£l T3 (6% inv(16) 2% 1(9;11) NPM1, CEBPA,

2% t(11923) MLL, RUNX1
1% t(6;9) FLT3
1% inv(3)/1(3;3) NRAS

Ddhner, Haematologica, in press 2008



AML mit komplexem Karyotyp




Integrierte genomische Analyse

Genomumfassende Analyse zum Genexpressions Analyse

Nachweis von genetischen Imbalancen (z.B.. cDNA microarrays, Oligo -Microarrays)

(e.g. SNP-chip analysis, array CGH)

Array CGH GEP
—>
<+
1p 22q
amp(8)(g24924 )
Validierung an grol3en Patientenkollektiven Analyse von Kandidatengenen
(z. B. Fluoreszenz -in-situ -Hybridisierung ) (z.B. Mutationsanalyse mittels

Sequenzierung )
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Array-CGH in AML mit komplexen
Karyotyp (n=100)

: Zugewinn
Deletion Frequenz Ampﬁfikation Frequenz
50- 63% +11q 38%
Q- 52% +8( 29%
17p- 48% +1p 21%
18g- 29% +21q 18%
160- 24% +13( 14%
3p- 20% +22Q 12%
12p- 20% +9p 12%
200- 19% +19p 11%
17p13 Region (0.3 -27.7 Mb)
n=100

/
\




TP53 Mutationen in AML mit
komplexem Karyotyp

Analyse von 83 AML mit komplexem Karyotyp mit
Nachweis von 46 (41%) Mutationen in 34 Fallen

Inzidenz von TP53 Veranderungen ( Deletion und/oder
Mutation) ca. 60%

In 19% komplette Inaktivierung von TP53 durch
homozygote Mutation ( Deletion und Mutation)

Assoziation von TP53 Veranderungen mit bestimmten
genomischen Amplifikationen (e.g. 8924, 9p24, 12p13,
11923, 13912)



Therapie der AML

pathogenetisch
empirische Therapie ) Zielgerichtete Therapie

Zunehmende Kenntnis uber die Pathomechansimen

als Schltssel fur die Entwicklung innovativer

Behandlungskonzepte




AMLSG 2008: Genotyp-spezifische
Therapiekonzepte

A 4

APL ~10%

A 4

CBF AML~13%

A 4

ATO+ATRA GIMEMA

A 4

FLT3Mut ~25 %

Dasatinib AMLSG/CALGB

A 4

PKC412 (<60yrs)

Molecular

A 4

NPM1mut ~17%

A 4

SU11248 (>60yrs) AMLSG

Profili&

~35%
 CEBPA-mut

Ik nl-AML triple neg

 Various
» High-risk karyotype
* Refractory AML

A 4

ATRA +/- Mylotarg AMLSG

A 4

+/- Clofarabine

A 4

A 4

Allogeneic Transplantation




Perspektive: Genotyp-Spezifische
Leukamie Therapie
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