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Abkürzungsverzeichnis 
A    Nukleinbase Adenin 

ABL1 Gensymbol Abelson murine leukemia viral oncogene 

homolog 1  

alloHSCT Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation         

(dt.: allogene hämatopoietische Stammzelltransplantation) 

AML    Akute myeloische Leukämie     

ANKRD26   Gensymbol Ankyrin repeat domain 26 

APL    Akute Promyelozytenleukämie 

AraC    Cytarabin  

Arg    Aminosäure Arginin 

Asn    Aminosäure Asparagin 

ASXL1    Gensymbol Additional sex like comb factor 1 

BCOR    Gensymbol BCL6 Corepressor 

BCR    Gensymbol Breakpoint cluster region 

BRAF Gensymbol v-Raf murine sarcoma viral oncogene 

homolog B1 

C    Nukleinbase Cytosin 

CALR    Gensymbol Calreticulin 

CBL    Gensymbol Casitas B-lineage Lymphoma proto-oncogene 

CEBPA   Gensymbol CCAAT/Enhancer-binding protein alpha 

CHIP    Clonal hematopoiesis of indeterminate potential   

    (dt.: klonale Hämatopoese unklarer Signifikanz) 

CD    Cluster of differentiation (dt.: Unterscheidungsgruppen) 

cfDNA    Cell free DNA (dt.: zellfreie DNA) 

CR    Complete remission (dt.: komplette Remission) 

CRi Complete remission with incomplete hematologic 

recovery               

(dt.: komplette Remission mit unvollständiger Erholung) 

CSF3R Gensymbol Granulocyte colony-stimulating factor 3 

receptor 

ctDNA    Circulating tumor DNA (dt.: zirkulierende Tumor-DNA) 

Cys    Aminosäure Cystein 

ddPCR   Digital droplet polymerase chain reaction  

DDX41   Gensymbol Dead-Box helicase 41 

del    Deletion 
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DNA    Desoxyribonucleic acid (dt.: Desoxyribonukleinsäure) 

DNMT3A   Gensymbol DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 alpha 

dup    Duplikation 

ED    Erstdiagnose 

EGFR    Gensymbol Epidermal growth factor receptor 

ELN    European Leukemia Net 

ETNK1   Gensymbol Ethanolamine kinase 1 

ETV6    Gensymbol ETS Variant Transcription Factor 6 

EZH2 Gensymbol Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive 

Complex 2 Subunit 

FACS Fluorescence activated cell sorting           

(dt.: fluoreszenzaktivierte Zellanalyse) 

FISH Fluorescence in situ hybridization          

(dt.: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) 

FLT3    Gensymbol Fms like tyrosine kinase 3 

G    Nukleinbase Guanin 

GATA1   Gensymbol GATA Binding Protein 1 

GATA2   Gensymbol GATA Binding Protein 2 

Gln    Aminosäure Glutamin 

Glu    Aminosäure Glutaminsäure 

Gly    Aminosäure Glycin 

GO    Gemtuzumab-Ozogamicin 

His    Aminosäure Histidin 

HMA    Hypomethylating agent (dt.: hypomethylierende Substanz) 

HSC Hematopoietic stem cell                                      

(dt.: hämatopoietische Stammzelle) 

IDH1    Gensymbol Isocitrate dehydrogenase 1 

IDH2    Gensymbol Isocitrate dehydrogenase 2 

Indel    Insertion/Deletion 

ins    Insertion     

inv    Inversion 

JAK2    Gensymbol Januskinase 2 

ITD    Interne Tandemduplikation 

KIT    Gensymbol KIT Proto-Oncogene 

KM    Knochenmark 

KRAS    Gensymbol Kirsten Rat Sarcoma 

Leu    Aminosäure Leucin 
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Log    Logarithmus 

Lys    Aminosäure Lysin 

MAF    Minor allele frequency (dt.: Minderheitenallelfrequenz) 

MDS    Myelodysplastisches Syndrom 

Met    Aminosäure Methionin   

µg    Mikrogramm 

µl    Mikroliter 

ml    Milliliter 

MPL    Gensymbol Myeloproliferative Leukemia Virus Oncogene 

MRD Minimal/measurable residual disease              

(dt.: minimale/messbare Resterkrankung) 

MYC    Gensymbol MYC Proto-Oncogene  

ng    Nanogramm 

NGS    Next Generation Sequencing 

NPM1    Gensymbol Nucleophosmin 1 Gen 

NRAS    Gensymbol Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog  

pB    Peripheres Blut 

PFS    Progression free survival      

    (dt.: progressionsfreies Überleben) 

PHF6    Gensymbol PHD Finger Protein 6 

PML    Gensymbol Promyelocytic leukemia protein  

Pro    Aminosäure Prolin 

PTPN11 Gensymbol Tyrosine-protein phosphatase non-receptor 

type 11 

QC   Quality control (dt.: Qualitätskontrolle) 

qPCR Quantitative polymerase chain reaction               

(dt.: quantitative Polymerase-Kettenreaktion) 

RAD21   Gensymbol RAD21 Cohesin Complex Component 

RUNX1   Gensymbol Runt-related transcription factor 1 

sAML   Sekundäre akute myeloische Leukämie 

SEER   Surveillance, Epidemiology, and End Results   

  Program  

Ser    Aminosäure Serin 

SETBP1   Gensymbol SET Binding Protein 1 

SF3B1    Gensymbol Splicing factor 3B subunit 1 

SMC1A   Gensymbol Structural Maintenance Of Chromosomes 1A 

SMC3    Gensymbole Structural Maintenance Of Chromosomes 3 
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SNP Single nucleotide polymorphism           

(dt.: Einzelnukleotidpolymorphismus) 

SRSF2   Gensymbol Serine And Arginine Rich Splicing Factor 2 

STAG2   Gensymbol Stromal Antigen 2 

STR    Short Tandem Repeat 

T    Nukleinbase Thymin 

t    Translokation    

tAML    Therapieassoziierte akute myeloische Leukämie  

TET2    Gensymbol Tet methylcytosine dioxygenase 2 

TKD    Gensymbol Tyrosine kinase domain 

TP53    Gensymbol Tumor protein 53 

Trp    Aminosäure Tryptophan 

Tyr    Aminosäure Tyrosin 

U2AF1    Gensymbol U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 

VAF    Variant allele frequency (dt.: Allelfrequenz) 

Val    Aminosäure Valin 

WHO    World Health Organization      

    (dt.: Weltgesundheitsorganisation) 

WT1    Gensymbol Wilms-Tumor 1 Gen 

ZRSR2 Gensymbol Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif 

and Serine/Arginine Rich 2 
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1. Einleitung 
 
1.1 Akute myeloische Leukämie 
1.1.1 Definition 
 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne, unbehandelt schnell 

progrediente Erkrankung des blutbildenden Systems, bei der es zu einer unkontrollierten 

klonalen Expansion myeloischer Vorläuferzellen kommt, die mit einer 

Differenzierungsstörung und in den meisten Fällen mit einer Ausschwemmung dieser 

Zellen ins Blut einhergeht. Dabei liegen laut WHO mindestens 20 % Blasten im 

Knochenmark (KM) (Vardiman et al., 2009) oder spezifische AML-definierende 

genetische Aberrationen vor, die unter Umständen auch mit einem geringeren 

Blastenanteil einhergehen können (Arber et al., 2016; Khoury et al., 2022).  

 

1.1.2 Epidemiologie und Prognose 
 

Die AML stellt mit einem Anteil von circa 80 % die häufigste akute Leukämie im 

Erwachsenenalter dar (Yamamoto und Goodman, 2008). Im Kindesalter hingegen macht 

sie etwa 15–20 % der akuten Leukämien aus (Linaberry und Ross, 2008). Laut dem US-

amerikanischen Krebsdaten-Register SEER betrug die altersjustierte Inzidenz der AML 

für die Jahre 2017-2021 bei den < 50-Jährigen 1,3/100 000 pro Jahr, bei den 50-64-

Jährigen 5,0/100 000 pro Jahr und bei den > 65-Jährigen 19,8/100 000 pro Jahr 

(insgesamt 4,2/100 000 pro Jahr) (SEER Cancer Stat Facts).  

Männer erkrankten in diesem Beobachtungszeitraum mit einer altersjustierten Inzidenz 

von 5,1/100 000 pro Jahr etwas häufiger als Frauen (3,5/100 000 pro Jahr) (SEER 

Cancer Stat Facts). Bei der AML handelt es sich somit primär um eine Erkrankung des 

älteren Menschen, bei der das mediane Erkrankungsalter in Deutschland bei circa 72 

Jahren liegt (Kraywinkel und Spix, 2017). 

Die Prognose wird von mehreren Faktoren wie dem Alter, der Zyto- und 

Molekulargenetik sowie dem Therapieansprechen beeinflusst, ist jedoch aufgrund des 

häufigen Auftretens von Rezidiven, also eines Rückfalls der Erkrankung, insgesamt 

ungünstig. Die Fünfjahresüberlebensrate, das heißt der Anteil der Patienten, die fünf 

Jahre nach Erstdiagnose (ED) noch am Leben sind, betrug laut SEER-

Krebsdatenregister im Beobachtungszeitraum von 2010 bis 2016 insgesamt 29,8 % 

(Howlader et al., 2020). Während die Fünfjahresüberlebensrate bei Patienten unter 65 

Jahren 47,5 % betrug, war sie bei älteren Patienten > 65 Jahren mit 8,2 % deutlich 
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geringer (Howlader et al., 2020). Unbehandelt führt die AML in der Regel innerhalb 

weniger Wochen bis Monate zum Tod (Oran und Weisdorf, 2012). 

 

1.1.3 Ätiologie 
 

Ätiologisch werden die primäre de novo AML und die sekundäre AML (sAML) 

unterschieden. Eine sekundäre AML, die im Rahmen einer Progression einer 

myeloproliferativen oder myelodysplastischen Erkrankung wie einem 

myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder als Folge einer zytotoxischen Therapie 

(Chemotherapie, Strahlentherapie) auftritt, wird entsprechend der WHO-Klassifikation 

2022 als AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veränderungen bzw. als AML post 

cytotoxic therapy bezeichnet (Khoury et al., 2022). Diese beiden Formen machen 

kumuliert einen Anteil von etwa 25–35 % aller AML-Erkrankungen (Granfeldt Østgård et 

al., 2015; Hulegårdh et al., 2015) aus und gehen insgesamt mit einer ungünstigeren 

Prognose als eine de novo AML einher (Kayser et al., 2011; Granfeldt Ostgård et al., 

2015). Weitere identifizierte Risikofaktoren für die Entstehung einer AML sind unter 

anderem Rauchen (Fircanis et al., 2014), Adipositas (Li et al., 2017) und der regelmäßige 

Kontakt zu Benzol, zum Beispiel aufgrund einer beruflichen Exposition (Linet et al., 

2019). Zu den Betroffenen zählen dabei laut Bundesanstalt für Arbeitsschutz und 

Arbeitsmedizin beispielsweise Personen, die in der Kraftstoffindustrie tätig sind 

(Bundesanstalt für Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin, 2009).  

 

1.1.4 Pathogenese 
 

Allen Formen der AML liegt zugrunde, dass es aufgrund somatischer oder angeborener 

genetischer Aberrationen zu einer onkogenen Transformation mit daraus resultierendem 

klonalen Wachstum einer hämatopoetischen Stammzelle (HSC) oder einer myeloischen 

Progenitorzelle kommt. Während durch das klonale Wachstum zahlreiche myeloische 

Vorläuferzellen – auch als Blasten bezeichnet – im KM entstehen, liegt gleichzeitig ein 

Differenzierungsblock dieser vor, sodass die Ausreifung dieser Vorläuferzellen zu 

funktionsfähigen Leukozyten ausbleibt. Es kommt in der Folge zu einer Verdrängung der 

normalen Hämatopoese im KM mit einer konsekutiven progredienten 

Knochenmarkinsuffizienz.  
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1.1.5 Klinische Symptomatik 
 

Die klinischen Symptome der AML sind unspezifisch und können sich auf 

unterschiedliche Weise manifestieren. Die fehlende Ausreifung der Leukozyten äußert 

sich in einer vermehrten Infektanfälligkeit mit zunehmenden bakteriellen und 

mykotischen Infekten sowie Fieber und grippaler Symptomatik. Die begleitende Anämie 

kann zu einem Leistungsabfall, Schwächegefühl und einer Dyspnoe führen. Eine 

Thrombozytopenie kann sich durch petechiale Blutungen, eine vermehrte 

Hämatombildung und gegebenenfalls auch durch ausgeprägte Blutungen äußern. Durch 

die verminderte intramedulläre Hämatopoese kann es kompensatorisch zu einer 

extramedullären Blutbildung in Milz und Leber mit resultierender Hepatosplenomegalie 

kommen. Seltener können auch andere Organe infiltriert werden, wie zum Beispiel die 

Gingiva, die Meningen mit fokalneurologischer und meningitischer Symptomatik oder die 

Haut (Khwaja et al., 2016, Alakel et al., 2017). Eine seltene Komplikation stellt das 

Leukostasesyndrom dar, bei dem es aufgrund einer ausgeprägten Leukozytose über 

100 000/𝜇l zu veränderten Fließeigenschaften des Blutes mit daraus resultierenden 

Mikrozirkulationsstörungen (Leukostasesyndrom) kommen kann.  

 

1.1.6 Diagnostik 
 

Der erste Verdacht auf eine AML-Erkrankung wird meist aufgrund der klinischen 

Symptomatik in Kombination mit einem auffälligen Blutbild geäußert. Diagnostisch 

gesichert ist die AML bei einem Nachweis von mindestens 20 % Blasten im pB- oder 

KM-Ausstrich (Arber et al., 2016). Eine Diagnose ist bei einem Nachweis bestimmter 

AML-definierender Karyotypveränderungen wie t(15;17) (PML::RARA-Fusionsgen), 

t(8;21) (RUNX1::RUNX1T1-Fusionsgen) und inv(16) oder t(16;16) (CBFB::MYH11, 

Core-Binding Faktor AML) auch mit einem geringeren Blastenanteil vereinbar (Döhner 

et al., 2022; Short et al., 2018; Khoury et al., 2022). Neben der Zytologie wird teilweise 

auch eine Zytochemie durchgeführt, die anhand der Aktivitätsbestimmung 

verschiedener Enzyme wie der Myeloperoxidase oder der Esterase zur Abgrenzung von 

anderen Leukämieformen herangezogen werden kann. In einem weiteren Schritt erfolgt 

die Immunphänotypisierung, bei der die Expression verschiedener Oberflächenantigene 

auf den klonalen Zellen durchflusszytometrisch erfasst wird. Dabei handelt es sich 

beispielsweise um sogenannte Vorläuferantigene wie CD34, CD117 und CD33 sowie 

granulozytäre oder monozytäre Marker wie CD65 beziehungsweise CD14 oder CD36 

(Döhner et al., 2022). Die Konstellation des aberranten Phänotyps kann dabei Hinweise 
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auf den vorliegenden AML-Subtyp geben und bildet die Grundlage für das spätere 

Monitoring der Krankheitslast (Peters et al., 2011). Zusätzlich erfolgt eine zyto- und 

molekulargenetische Diagnostik mittels hochsensitiver Nachweisverfahren wie der 

quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) oder des Next-Generation-

Sequencings (NGS) zur Detektion AML-assoziierter Chromosomenanomalien und 

Mutationen, die zur Risikostratifizierung und Therapieauswahl herangezogen werden 

(Döhner et al., 2022).  

 

1.1.7 Klassifikation und Risikostratifizierung 
 

Die erste Klassifizierung der AML, die sogenannte FAB-Klassifikation, beruhte auf rein 

morphologischen Kriterien (Bennett et al., 1976). In Hinsicht auf das zunehmende 

Verständnis der AML auf molekulargenetischer Ebene werden die diesbezüglich 

gewonnenen Erkenntnisse zunehmend in die Klassifikation der Erkrankung integriert.  

Die WHO veröffentlichte 2022 eine überarbeitete Fassung der Klassifikation der 

Erkrankung. Dabei wurde eine Einteilung in zwei Hauptgruppen vorgenommen: die AML 

mit definierenden genetischen Anomalien, wobei diese Kategorie neben den rekurrenten 

genetischen Veränderungen u.a. auch die AML mit MDS-assoziierten Veränderungen 

beinhaltet, wird unterschieden von der AML, die anhand morphologischer Eigenschaften 

klassifiziert wird (Khoury et al., 2022). Die Einteilung beruht somit in der Regel auf dem 

Nachweis Subgruppen-definierender zytogenetischer und molekulargenetischer 

Aberrationen beziehungsweise auf morphologischen und ätiologischen Faktoren. 

Weiterhin werden mit der Kategorie der sekundären myeloischen Neoplasien sowohl die 

myeloischen Neoplasien nach zytotoxischer Therapie („myeloid neoplasms post 

cytotoxic therapy“) als auch die myeloischen Neoplasien mit Keimbahn-Prädisposition 

(„myeloid neoplasms associated with germline predisposition“) berücksichtigt (Khoury et 

al., 2022).  

Das European Leukemia Network (ELN) veröffentlichte im Jahr 2022 eine überarbeitete 

Empfehlung zur Einteilung des individuellen Risikos eines Patienten in eine von drei 

Risikokategorien (günstig, intermediär und ungünstig) (Döhner et al., 2022). Dies 

geschieht anhand ausgewählter zyto- und molekulargenetischer Veränderungen (siehe 

Tabelle 1), die sich in mehreren Studien als prognostisch relevant herausgestellt haben 

(Döhner et al., 2022). Diese Risikoeinteilung wird unter anderem zur Auswahl der 

Therapiestrategie herangezogen. So wird bei Patienten mit einem günstigen Risiko in 

der Regel eine Chemotherapie als Konsolidierungstherapie angestrebt, bei Patienten mit 

einem intermediären oder ungünstigen Rezidivrisiko wird hingegen häufig eine allogene 

Stammzelltransplantation (alloHSCT) durchgeführt.  
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Tabelle 1: 2022 European-Leukemia Net-Risikostratifizierung  
modifiziert nach Döhner et al. (2022).  
Risikokategorie zyto- und molekulargenetische Veränderungen 
günstig t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1::RUNX1T1a 

inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1.q22); CBFB::MYH11a 

NPM1-Mutation ohne FLT3-ITD  

In-frame Mutation der bZIP-Region in CEBPAb 

intermediär NPM1-Mutation mit FLT3-ITD  

Wildtyp-NPM1 mit FLT3-ITD (ohne als ungünstig einzustufende 

genetische Läsionen) 

t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3::KMT2Ac 

Zytogenetische und/oder molekulare Anomalien, die nicht als 

günstig oder ungünstig klassifiziert werden 

ungünstig t(6;9)(p23;q34.1); DEK::NUP214 

t(v;11q23.3); KMT2A rearrangiertd 

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

inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2;  

MECOM(EVI1) 

-5 oder del(5q); -7; -17/abn(17p) 

Komplexer Karyotype, monosomaler Karyotypf 

Mutiertes ASXL1-, BCOR-, EZH2-, RUNX1-, SF3B1-, SRSF2-, 

STAG2-, U2AF1- und/oder ZRSR2-Geng 

Mutiertes TP53-Genh 

a Eine gleichzeitig vorliegende KIT- und/oder FLT3-Mutation beeinflusst die Risikoklassifizierung 
nicht. 
b Nur Mutationen des basischen Leucin-Zippers (bZIP) des CEBPA-Gens sind mit einer günstigen 
Prognose assoziiert, unabhängig davon, ob eine mono- oder biallelische Mutation vorliegt. 
c Das Vorliegen von t(9;11)(p21.3;q23.3) überwiegt gleichzeitig vorliegende, insgesamt aber 
seltenere und als ungünstig einzustufende Mutationen bei der Risikobeurteilung.  
d  Mit Ausnahme der KMT2A-PTD. 
e Vorliegen von ³ 3 chromosomalen Aberrationen mit Abwesenheit anderer Klassen-definierender 
rekurrenten genetischen Anomalien; mit Ausnahme von hyperdiploiden Karyotypen mit ³3 
Trisomien (oder Polysomien) ohne strukturelle Anomalien. 
f Mit Ausnahme einer Core-Binding-Faktor-AML. Definiert als Vorhandensein mindestens einer 
Monosomie (außer Verlust des X- oder Y-Chromosoms) oder einer einzelnen Monosomie bei 
zusätzlichem Vorliegen mindestens einer strukturellen chromosomalen Abnormität.  
g Bei Vorliegen eines als günstig einzustufenden AML-Subtyps sollten diese Marker nicht zur 
Einstufung in die prognostisch ungünstige Kategorie genutzt werden. 
h Mit einer VAF von mindestens 10%, unabhängig davon ob eine mono- oder biallelische Mutation 
vorliegt. TP53-Mutationen sind dabei signifikant mit dem Vorliegen einer AML mit einem 
komplexen oder monosomalen Karyotyps assoziiert. 
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1.1.8 Therapie 
 

Die beiden bedeutsamsten Bestandteile der AML-Therapie sind die Chemotherapie und 

die alloHSCT, bei der dem Patienten hämatopoietische Stammzellen von einem 

möglichst HLA-identen (humane Leukozytenantigene) Familien- oder Fremdspender 

übertragen werden. Die Therapie erfolgt nach einem festgelegten Schema, bei dem 

verschiedene Therapiephasen aufeinander aufbauen (Induktionstherapie, 

Konsolidierungstherapie, Erhaltungstherapie). Übergreifende Ziele dieses Vorgehens 

sind das Erreichen und die langfristige Erhaltung einer hämatologisch kompletten 

Remission (CR). Diese wird definiert als ein Rückgang der klonalen Proliferation auf 

< 5 % Blasten im KM, die Abwesenheit zirkulierender Blasten und extramedullärer 

Manifestationen, die Abwesenheit von Auer-Stäbchen sowie eine Regeneration der 

Hämatopoese (Thrombozytenzahl ³ 100 000/µl, absolute Neutrophilenzahl ³ 1000/µl, 

Transfusionsunabhängigkeit) (Döhner et al., 2022). Während die Auswahl des 

Therapieregimes früher vor allem auf dem Alter und den Komorbiditäten des Patienten 

basierte, werden gegenwärtig auch zyto- und molekulargenetische sowie 

zellmorphologische Faktoren mit in die Therapieentscheidung einbezogen. Somit sind 

auch bei der AML inzwischen vermehrt personalisierte Therapieansätze möglich.  

 

Die Induktionstherapie umfasst in der Regel eine intensive Kombinationschemotherapie 

nach dem 7+3-Schema, bestehend aus der Gabe von Cytarabin (Ara-C) über sieben 

Tage sowie der ergänzenden Gabe eines Anthrazyklins (zum Beispiel Daunorubicin) an 

den Tagen 1–3 (Dombret und Gardin, 2016). Mit dieser Induktionstherapie kann bei 60-

85 % der < 60-Jährigen und bei 40–60 % der > 60-Jährigen eine Remission erzielt 

werden (Döhner et al., 2015). Eine Ausnahme bildet die Subgruppe der akuten 

Promyelozytenleukämie (APL), die mit einer Kombinationschemotherapie auf der Basis 

von All-trans-Retinsäure (ATRA) oder Arsentrioxid (ATO) behandelt wird (Sanz et al., 

2019). Obwohl sich das Standardregime in den letzten Jahrzehnten nicht wesentlich 

geändert hat, kann es inzwischen bei Vorliegen bestimmter genetischer oder 

immunphänotypischer Faktoren durch zusätzliche Medikamente ergänzt 

beziehungsweise ersetzt werden. Beispiele dafür sind der Tyrosinkinase-Inhibitor 

Midostaurin bei FLT3-mutierter AML (Stone et al., 2017), das Immunkonjugat GO 

(CD33-Antikörper Gemtuzumab + Zytotoxin Ozogamicin) bei CD33-positiver AML 

(Lambert et al., 2019) sowie CPX-351 (liposomales Daunorubicin/Cytarabin) bei der 

AML nach zytotoxischer Therapie und der AML mit Myelodysplasie-assoziierten 

Veränderungen (Lancet et al., 2018).  
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Sobald eine CR vorliegt, schließt an die Induktionsphase die Konsolidierungstherapie 

an. Bei Patienten, die ein günstiges Risikoprofil aufweisen, wird in der Regel eine 

Hochdosis-Chemotherapie mit Cytarabin durchgeführt. Diese wird gegebenenfalls um 

bereits in der Induktionstherapie verwendete Substanzen ergänzt. Bei Patienten mit 

einem intermediären oder ungünstigem Risikoprofil wird in der Regel eine myeloablative 

Hochdosis-Chemotherapie mit darauffolgender allogener Stammzelltransplantation 

angestrebt. Mögliche limitierende Faktoren können dabei die Spenderverfügbarkeit 

sowie die fehlende Eignung für eine intensive myeloablative Therapie sein.  

Das primäre Ziel der Erhaltungstherapie ist die Reduktion des Rezidivrisikos 

beziehungsweise die Verlängerung des rezidivfreien Überlebens. Mögliche 

Therapieansätze sind zum Beispiel die Gabe des FLT3-Kinase-Inhibitors Sorafenib bei 

Patienten mit einer FLT3-ITD nach alloHSCT (Burchert et al., 2020) oder die Gabe von 

HMAs (‚hypomethylating agent‘; dt.: hypomethylierende Substanz) wie CC-486 (orales 

Azacitidine) bei älteren Patienten in Remission nach einer induktiven Chemotherapie, 

die nicht für eine alloHSCT geeignet sind (Wei et al., 2019).  

Weitere immuntherapeutische Ansätze wie z.B. die Verabreichung von CAR-T-Zell-

basierten Therapien, werden aktuell erforscht (NCT04318678).  

Bei Eintritt eines Rezidivs stellt die Reinduktionschemotherapie mit anschließender 

alloHSCT die Therapie der Wahl dar (Heuser et al., 2020). Auch dabei sind 

personalisierte Therapieansätze möglich, so kann beispielsweise bei Patienten mit einer 

FLT3-Mutation der FLT3-selektive Tyrosinkinase-Inhibitor Gilteritinib eingesetzt werden 

(Pearl et al., 2019). 

Bedingt durch die Tatsache, dass die AML primär eine bei älteren Menschen auftretende 

Erkrankung ist, stellt eine intensive myeloablative Therapie bei einigen Patienten 

aufgrund signifikanter Komorbiditäten keine geeignete Option dar. Für diese Patienten 

kommen dosisreduzierte oder alternative Therapieregimen infrage, beispielsweise in 

Form von HMAs wie Azacitidin oder Decitabin in Kombination mit dem Bcl-2-Hemmer 

Venetoclax (DiNardo et al., 2019). Weiterhin besteht die Möglichkeit zielgerichteter 

Therapien wie beispielsweise die Gabe des IDH1-Inhibitors Ivosidenib in Kombination 

mit anderen Substanzen wie Azacitidin bei Patienten mit IDH1-mutierter AML 

(Montesinos et al., 2022). 
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1.1.9 Molekulargenetische Veränderungen und klonale Evolution 
 

Die AML entsteht in Folge einer Akkumulation meist somatischer Mutationen in 

hämatopoetischen Stammzellen. Die Implementierung neuer Labormethoden wie des 

NGS in die Forschung, ermöglichte in den letzten Jahren einen deutlichen Fortschritt 

des Verständnisses des molekulargenetischen Profils der AML und der 

zugrundeliegenden pathogenetischen Vorgänge. Dabei konnte eine Vielzahl an Genen 

identifiziert werden, die AML-assoziierte Mutationen aufweisen können (Papaemmanuil 

et al., 2016; The Cancer Genome Atlas Network; 2013) (siehe Abbildung 1). 

 
Abbildung 1: Genetische Treiberläsionen bei 1540 Patienten mit AML. Abbildung aus 
Papaemmanuil et al. (2016). Darstellung der detektierten Treiberläsionen inklusive 
Genmutationen, chromosomale Aberrationen und Genfusionen. Die farbige Kennzeichnung zeigt 
an, wie viele Patienten mit dem jeweiligen Treiberevent jeweils eine der Risikogruppen nach der 
ELN-Klassifikation zugeordnet wurden.  

Die Gene, die AML-assoziierte Mutationen aufweisen können, sowie die bei einer AML-

Erkrankung gegebenenfalls nachweisbaren Fusionsgene lassen sich verschiedenen 

Kategorien zuordnen, die sich anhand ihrer molekularen Funktion beziehungsweise 

ihres Einflusses auf die Hämatopoese unterscheiden (siehe Tabelle 2).  

Eine bei der AML häufig nachweisbare genetische Veränderung ist eine Mutation in dem 

Gen NPM1, dessen Translationsprodukt das Protein Nucleophosmin (NPM) darstellt.  

Dabei handelt es sich um ein Transportprotein zwischen Zellkern und Zytoplasma, das 

sich vorrangig im Nukleus befindet (Grisendi und Pandolfi, 2005). Eine Mutation in 

diesem Gen kann dabei zu einer Akkumulation des Transportproteins im Zytoplasma 

leukämischer Zellen und somit zu einer verminderten nukleären Aktivität führen (Falini 

et al., 2005). NPM1 ist an verschiedenen Vorgängen beteiligt, u.a. wird angenommen, 
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dass es über seine Assoziation mit dem p19ARF-Protein (engl.: ‚alternative reading 

frame‘) und der darüber regulierten p53-Aktivität Einfluss auf die Zellproliferation und 

somit Eigenschaften eines Tumorsuppressors innehat (Bertwistle et al., 2004). 

 
Tabelle 2: Molekulare Kategorien der bei der AML häufig betroffenen Gene.  
Erstellt nach Pasquer et al. (2021).  
Molekulare Kategorie Betroffene Gene 

Spliceosomgene SF3B1, SRSF2, U2AF1 

Nucleophosmin NPM1 

Cohesingene SMC1A, SMC3, RAD21, STAG2 

Chromatin-modifizierende Gene MLL-Fusionen, ASXL1, EZH2, MLL-PTD 

DNA-modifizierende Gene DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2 

Fusionsgene* PML-RARA, MYH11-CBFB, RUNX1-RUNXT1 

Myeloide Transkriptionsfaktoren CEBPA, RUNX1 

Signaltransduktionsgene FLT3, NRAS, c-KIT, PTPN11 

Tumorsuppressorgene TP53, WT1, PHF6 

*chimäre Transkriptionsfaktoren 

 

Neben der Aufschlüsselung der Mutationslandschaft konnten im Rahmen dieser Studien 

auch vermehrt Erkenntnisse über den zeitlichen Ablauf der molekularen Pathogenese 

der AML gewonnen werden. Darüber hinaus haben Exom-Sequenzierungen gezeigt, 

dass in präleukämischen hämatopoetischen Stammzellen bereits früh Mutationen in 

Genen mit Einfluss auf die epigenetische DNA-Regulation auftreten können (Corces-

Zimmerman et al., 2014). Dies betrifft vor allem Gene wie ASXL1 und EZH2 mit Einfluss 

auf die Histon-Regulation oder auch DNMT3A, TET2, IDH1 sowie IDH2, deren 

Translationsprodukte an der DNA-Methylierung beziehungsweise DNA-

Hydroxymethylierung beteiligt sind (Corces-Zimmermann et al., 2014). Durch diese 

Mutationen kann es zu einer klonalen Expansion der betroffenen Zellen kommen, in der 

Regel können sie jedoch keine Dysplasie der Hämatopoese indizieren und werden daher 

häufig als präleukämische Mutationen oder CHIP-Mutationen (‚clonal hematopoiesis of 

indeterminate potential‘; dt.: klonale Hämatopoese mit unbestimmtem Potenzial) 

bezeichnet (Vosberg und Greif, 2019; Corces-Zimmerman et al., 2014). Die Prävalenz 

dieser CHIP-Mutationen ist altersabhängig und liegt bei einer Population von gesunden 

Individuen über 70 Jahren bei > 5–10 % (Xie et al., 2014; Jaiswal et al., 2014). Bei 

Personen mit nachweisbaren CHIP-Mutationen liegt zudem mit 0,5–1 % pro Jahr eine 

gegenüber der Normalbevölkerung geringfügig erhöhte Transformationsrate in eine 

hämatologische Neoplasie vor (Steensma et al., 2015). AML-initiierende Mutationen in 
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Genen wie NPM1 oder FLT3 treten hingegen häufiger als sekundäre Events im späteren 

Verlauf der Leukämogenese auf (Corces-Zimmerman et al., 2014) und stellen mit einem 

Vorkommen von jeweils 30 % die am häufigsten bei ED nachweisbaren 

molekulargenetischen Veränderungen bei der AML dar (The Cancer Genome Atlas, 

2013; Papaemmanuil et al., 2016; Cappelli et al., 2019; Yu et al., 2020).  

 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass diese präleukämischen Mutationen häufig 

auch nach Erreichen einer CR noch nachweisbar sind (Morita et al., 2018; Rothenberg-

Turley et al., 2018). Präleukämische Stammzellen sind demnach in der Lage, eine 

intensive Chemotherapie zu überstehen und durch die Akkumulation neuer Mutationen 

gegebenenfalls zu einem Rezidiv beizutragen. Dieser Prozess wird als klonale Evolution 

bezeichnet, wobei dieser Prozess nach verschiedenen Mustern ablaufen kann (Vosberg 

und Greif, 2019). Bei der linearen Evolution kommt es zu einem sequenziellen Erwerb 

neuer Mutationen in den residuellen Zellen des Klons, der bereits bei der ED präsent 

war. Bei der multilinearen oder verzweigten Evolution kommt es hingegen zur 

Ausbildung multipler Subklone, was mit einem Verlust initialer Mutationen einhergeht 

(Vosberg und Greif, 2019). In beiden Fällen kommt es aufgrund des Erwerbs neuer 

somatischer Mutationen zu einer Resistenz der leukämischen Klone gegenüber der 

Therapie, was in der Folge zur Entstehung eines Rezidivs führen kann.  

 

Da bei den meisten Patienten bereits bei ED somatische Mutationen nachgewiesen 

werden können (The Cancer Genome Atlas Network, 2013), stellt die wiederholte 

Bestimmung der Allelfrequenzen dieser Mutationen inzwischen eine gängige Methode 

zur Verlaufsbeobachtung dar. Dieses Vorgehen wird als Monitoring der messbaren bzw. 

minimalen Resterkrankung bezeichnet.  

 
 

1.2 Messbare Resterkrankung 

1.2.1 Definition 
 

Als messbare Resterkrankung (‚measurable residual disease‘; MRD), synonym auch als 

minimale Resterkrankung bezeichnet, wird der Nachweis residueller Populationen 

leukämischer Zellen unter der mikroskopischen Nachweisgrenze von 5 % im KM 

definiert. Dabei kann es sich um kleine Zellpopulationen mit einem Anteil von 1:104 bis 

1:106 Zellen handeln (Schuurhuis et al., 2018). Die Bestimmung der MRD erlaubt eine 

genauere Beurteilung des Remissionsstatus als morphologische Kriterien, nach denen 



 

 22 

bei einem Nachweis von < 5 % leukämischen Zellen im KM eine komplette 

hämatologische Remission vorliegt.  

 

1.2.2 Methoden der MRD-Bestimmung 
 

Zum Nachweis der MRD können verschiedene Methoden herangezogen werden, die 

sich in ihrer Anwendbarkeit und ihrer Sensitivität unterscheiden. Die Grundlage der 

MRD-Diagnostik bilden morphologische Faktoren wie bestimmte Oberflächenantigene 

der leukämisch veränderten Zellen oder molekulare Marker. Zu diesen zählen AML-

assoziierte strukturelle und molekulargenetische Aberrationen. 

Zu den gängigsten laborchemischen Methoden gehören die Durchflusszytometrie, die 

qPCR und das NGS (Döhner et al. 2022, Schuurhuis et al., 2018; Short und Ravandi, 

2019). Bei Patienten mit Karyotypveränderungen kann auch die konventionelle 

Karyotypisierung oder die FISH-Analyse (‚fluorescence in situ hybridization‘) eingesetzt 

werden (Short und Ravandi, 2019). Allerdings liegt bei bis zu 50 % der Patienten eine 

AML mit normalem Karyotyp (‚cytogenetically normal‘; CN-AML) vor (Fröhling et al., 

2006; Short und Ravandi, 2019), sodass diese Methoden nur eingeschränkt anwendbar 

sind.  

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein hochsensitives Verfahren, mit dem 

residuelle Zellen durch den Nachweis bestimmter Oberflächenmarker, wie zum Beispiel 

CD34, CD117 oder CD19, identifiziert werden können (Schuurhuis et al., 2018). Diese 

Methodik kann bei > 90 % der Patienten angewendet werden und erreicht dabei eine 

Sensitivität von 10-3 bis 10-5 (Short und Ravandi, 2019), sodass sie regelmäßig zur 

Bestimmung der Resterkrankung eingesetzt wird. Zum Nachweis von 

Fusionstranskripten und NPM1-Mutationen wird vor allem die qPCR genutzt, da diese 

Methode für die Detektion dieser Veränderungen eine sehr gute Sensitivität von 10-4 bis 

10-6 gewährleistet (Short und Ravandi, 2019). Allerdings weisen weniger als 50 % der 

AML-Patienten bei ED einen mittels qPCR quantifizierbaren Marker auf (Short und 

Ravandi, 2019).  

 

In den letzten Jahren hat sich mit dem NGS eine weitere Methode zum MRD-Nachweis 

etabliert. Beim NGS handelt es sich um ein labormethodisches Verfahren, mit dem die 

Basenfolge multipler kurze DNA-Fragmente simultan und somit schnell sowie 

kostengünstig bestimmt werden kann (Serratì et al., 2016). Die kurzen Abschnitte 

werden dann mit Hilfe bioinformatischer Algorithmen zu längeren Sequenzen 

zusammengesetzt. Im Gegensatz zur PCR benötigt es dabei keine targetspezifischen 

Primer und Reaktionsansätze. Der Einsatz des NGS beim MRD-Monitoring basiert auf 
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dem Nachweis AML-assoziierter Mutationen, wobei bei einem Großteil der Patienten bei 

ED mindestens eine AML-assoziierte Mutation nachgewiesen werden kann (The Cancer 

Genome Atlas Network, 2013). Dabei kann je nach methodischem Ansatz eine 

Sensitivität von 10-2 bis 10-6 erreicht werden (Short und Ravandi, 2019). Der Vorteil des 

NGS ist, dass es durch den Einsatz von Multigenpanels mit einer einzigen methodischen 

Untersuchung den simultanen Nachweis aller abgedeckten Mutationen und die 

Interpretation dieser im Kontext erlaubt. Dadurch ermöglicht es zusätzlich die Detektion 

neu aufgetretener Mutationen im Rahmen einer klonalen Evolution, die bei einer 

gezielten Untersuchung bekannter Targets durch eine qPCR nicht nachweisbar sind. 

Damit molekulare Marker für die MRD-Analyse mittels NGS geeignet sind, müssen sie 

eine bestimmte Stabilität aufweisen. Dies bedeutet, dass sie im Rahmen eines Rezidivs 

wieder nachweisbar sein sollten, um die verlässliche Detektion eines Rezidivs zu 

gewährleisten. Bei der NPM1-Mutation handelt es sich um einen Biomarker, dessen 

Stabilität als MRD-Marker schon vielfach nachgewiesen wurde (Cocciardi et al., 2019). 

In der Regel erfolgt die Bestimmung der NPM1-Mutationslast mittels qPCR. Tatsächlich 

handelt es sich bei der NPM1-Mutation jedoch um einen Marker, bei dem von einer 

umfassenden MRD-Analyse mittels NGS profitiert werden kann, da er häufig koinzident 

mit anderen Mutationen, insbesondere im Gen DNMT3A, auftritt (Cappelli et al., 2019; 

Cocciardi et al., 2019) und somit einen prognostischen Wert aufweist (Patkar et al., 

2018). Weitere, als stabil interpretierte Mutationen sind zum Beispiel solche in den 

Genen DNMT3A, IDH1 und IDH2, da sie in circa 90 % der Fälle auch bei einem Rezidiv 

nachweisbar sind (Cocciardi et al., 2019).  

 

1.2.3 Prognostischer Einfluss und klinische Bedeutung der MRD 
 

Die Bestimmung der MRD kann zugunsten verschiedener Fragestellungen erfolgen. So 

kann sie nach erfolgter Induktionstherapie zur Beurteilung des Therapieansprechens 

sowie im Rahmen der Verlaufsbeobachtung zur Detektion residueller Klone 

beziehungsweise zur frühzeitigen Detektion einer ansteigenden Mutationslast 

vorgenommen werden (Döhner et al., 2022). Als molekulares Rezidiv wird entweder eine 

Konversion von einer MRD-Negativität zu einer MRD-Positivität oder der Anstieg des 

MRD-Levels um ³ 1 log10 –Stufe zwischen zwei Proben mit MRD-Positivität bezeichnet 

(Döhner et al., 2022).  

 

Mittels retrospektiver Studien, in denen die Auswirkungen einer MRD-Positivität auf den 

Krankheitsverlauf analysiert wurden, konnte gezeigt zeigen, dass eine MRD-Positivität 
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beziehungsweise ein insuffizienter Rückgang der MRD-Last sowohl vor als auch nach 

der Konditionierungstherapie im Vergleich zu einer MRD-Negativität prognostisch 

ungünstig ist und mit einer erhöhten Rezidivrate sowie einem verminderten 

Gesamtüberleben einhergeht (Maiti et al., 2021; Bill et al., 2018; Ravandi et al., 2017; 

Araki et al., 2016; Ivey et al., 2016). Dies gilt auch für Patienten nach einem erfolgten 

Rezidiv (Short et al., 2020). Es konnte auch gezeigt werden, dass der Anstieg der MRD-

Last bei sequenzieller Bestimmung einen zuverlässigen Prädiktor für den Eintritt eines 

Rezidivs darstellt (Ivey et al., 2016). Als Konsequenz dieser Studienergebnisse 

postulierte das ELN bereits 2017 eine überarbeitete Remissionsbeurteilung mit der 

hämatologischen CR mit einer MRD-Negativität (CRMRD-) als bestmögliche 

Therapieantwort, die in den überarbeiteten Empfehlungen von 2022 beibehalten wurde 

(Döhner et al., 2017; Döhner et al., 2022).  

 

Während die prognostische Aussagekraft der MRD bereits mehrfach nachgewiesen 

wurde (Maiti et al., 2021; Bill et al., 2018; Ravandi et al., 2017; Araki et al., 2016; Ivey et 

al., 2016), wird der Nutzen der MRD-Bestimmung für das Therapiemanagement noch 

untersucht. So wurde bei einer pädiatrischen Patientenkohorte mit t(8;21) AML und einer 

RUNX1/RUNX1T1-Ratio > 0,05% nach zwei Zyklen Konsolidierungstherapie ein 

verbessertes Gesamt- und rezidivfreies Überleben (RFS) erreicht, wenn die Patienten 

einer alloHSCT anstelle einer weiterführenden Chemotherapie zugeführt wurden (Hu et 

al., 2020). Andere Studien evaluierten eine vorbeugende Chemotherapie bei 

nachweisbarer MRD, zum Beispiel durch die Gabe des HMAs Acazitidine, die bei gutem 

Therapieansprechen mit nachfolgender MRD-Negativität beziehungsweise MRD-

Reduktion zu einem verlängerten RFS führte (Platzbecker et al., 2018). Ähnliche 

Beobachtungen konnten in der SORMAIN-Studie gemacht werden, in der eine 

Sorafenib-basierte Erhaltungstherapie bei Patienten mit einer FLT3-mutierten AML und 

einer MRD-Positivität nach alloHSCT im Vergleich zu der Gabe eines Placebos zu einem 

signifikant verlängerten RFS führte (Burchert et al., 2020). Unter anderem diese Studien 

bilden die Grundlage dafür, dass die Behandlung von an AML erkrankten Patienten 

zunehmend auf den MRD-Verlauf ausgerichtet wird.  

 

1.2.4 Alternative Methoden der Verlaufsbeobachtung 
 

Neben der regelmäßigen zytomorphologischen Remissionskontrolle wird bei Patienten 

nach der alloHSCT im Rahmen der Verlaufsbeobachtung regelmäßig der 

Spenderchimärismus bestimmt. Häufig wird dies komplementär zur 

durchflusszytometrischen bzw. molekularbiologischen MRD-Analyse durchgeführt. Der 
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Standard dafür ist die PCR-basierte Analyse polymorpher Short Tandem Repeats 

(STRs; syn.: ‚Mikrosatelliten‘) in den Knochenmarkproben oder peripheren Blutproben 

des Patienten (Thiede et al., 1999). Da sich diese STRs hinsichtlich ihrer Länge, 

Basenabfolge sowie Verteilung im Genom zwischen Spender und Empfänger 

unterscheiden, kann ermittelt werden, zu welchem Anteil die Hämatopoese von den 

Spenderstammzellen ausgeht. Man unterscheidet dabei die Bestimmung des 

Gesamtchimärismus sowie des CD34-sortierten Chimärismus. Die Anreicherung der 

CD34-positiven Zellen durch eine FACS-basierte Zellsortierung führt zu einer Detektion 

bis zu einer empfängereigenen Zelle in 40000 Leukozyten (Thiede et al., 2001) und 

ermöglicht eine frühere und sensitivere Detektion empfängereigener Zellen als die 

Gesamtchimärismus-Analyse (Hoffmann et al., 2013). Zeigt sich ein gemischter 

Chimärismus, bei dem neben einer von den Spenderstammzellen ausgehenden 

Hämatopoese auch eine residuelle oder erneut aufgetretene empfängereigene 

Hämatopoese vorliegt, kann dies ein Zeichen eines Transplantatversagens 

beziehungsweise eines drohenden Rezidivs darstellen (Thiede et al., 2002; Hoffmann et 

al., 2013). In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben, ab wann kein 

ausreichender Spenderchimärismus mehr vorliegt. Im Universitätsklinikum Marburg gilt 

ein Spenderchimärismus von unter 90 % grundsätzlich als rezidivverdächtig. Dennoch 

sollte neben dem absoluten Wert vor allem die Dynamik des Spenderchimärismus 

beachtet und bei stetigem Abfall sollten weitere Untersuchungen zum Ausschluss eines 

Rezidivs durchgeführt werden. In den letzten Jahren wurde vermehrt untersucht, 

inwiefern eine qPCR- oder NGS-basierte Chimärismusbestimmung zu einer 

Verbesserung der Sensitivität führt (Sellmann et al., 2018). Der Einsatz dieser Methoden 

hat sich allerdings noch nicht im klinischen Gebrauch etablieren können.  

 

 

1.3 Zellfreie DNA 
1.3.1 Definition der zellfreien DNA 
 

Für die MRD-Analyse bei Patienten mit AML wird häufig KM oder peripheres Blut (pB) 

verwendet. Als weiteres Untersuchungsmaterial hat die zellfreie DNA, auch als cfDNA 

bezeichnet, in den letzten Jahren vermehrt an Bedeutung gewonnen. Bei der cfDNA 

handelt es sich um extrazelluläre DNA-Fragmente, die durch Apoptose, Nekrose und 

aktive Sekretion durch Zellen freigesetzt werden (Hu et al., 2021). Diese DNA-

Fragmente weisen meist eine Länge von 160 bis 180 Basenpaaren auf (Fan et al., 2010, 

Volik et al., 2016) und zirkulieren vor ihrer Elimination im Blutkreislauf. 
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1.3.2 cfDNA und deren Bedeutung bei malignen Erkrankungen 
 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die cfDNA-Konzentration bei Patienten mit einer 

neoplastischen Erkrankung im Vergleich zu gesunden Individuen erhöht ist (Gao et al., 

2010), wobei eine Zunahme der Konzentration bei höherem Tumorstadium und 

Metastasierung beobachtet werden konnte (Bettegowda et al., 2014; Phallen et al., 

2017; Hur et al., 2020). Dies könnte durch den erhöhten Zellumsatz im Tumorgewebe 

erklärbar sein. Zur genaueren Differenzierung werden die cfDNA-Fragmente, die von 

Tumorzellen abgegeben werden, auch als zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) 

bezeichnet. Insgesamt ist der Anteil der ctDNA-Fraktion an der gesamten cfDNA variabel 

und wurde in verschiedenen Studien je nach Tumorstadium mit einem Anteil von < 0,1 % 

bis > 60 % angegeben (Diehl et al., 2008; El Messaoudi et al., 2016; Bettegowda et al., 

2014).  

Da die ctDNA dem Tumorgewebe direkt entstammt, repräsentiert sie tumorassoziierte 

zyto- und molekulargenetische Veränderungen. Aus diesem Grund hat die ctDNA in den 

letzten Jahren vermehrt als sogenannte Liquid Biopsy an Bedeutung gewonnen, da sie 

Einblicke in das molekulargenetische Profil eines Tumors ermöglicht, der unter 

Umständen sonst nur durch eine invasive Biopsie erreichbar wäre (Diaz und Bardelli, 

2014; Corcoran und Chabner, 2018). Die Probenentnahme erfolgt dabei über eine 

periphere Blutentnahme, die mit deutlich geringeren Risiken für den Patienten 

einhergeht. Außerdem ermöglicht die Analyse der ctDNA, die gesamte 

molekulargenetische Heterogenität des Tumors zu erfassen, da sie von allen Zellen des 

Tumorverbandes freigesetzt wird. Bei Entnahme einer Gewebebiopsie hingegen können 

unter Umständen Subklone des Tumors verfehlt werden, die ein verändertes, für die 

Therapieauswahl aber gegebenenfalls relevantes genetisches Profil aufweisen (Diaz 

und Bardelli, 2014; Corcoran und Chabner, 2018).  

Aus diesem Grund erfährt die cfDNA bei der molekularen Diagnostik bei soliden 

Tumoren als Untersuchungsmaterial zunehmend Beachtung und konnte teilweise 

bereits im klinischen Setting etabliert werden. Ein Beispiel dafür ist der cfDNA-basierte 

Nachweis einer Mutation (T790M) im Gen EGFR (Jenkins et al., 2016; Takahama et al., 

2020) bei Patienten mit einem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC), die bei 

50–60 % der Patienten, die mit einem EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) der ersten 

oder zweiten Generation behandelt werden, innerhalb kurzer Zeit zu einer Resistenz 

gegen den TKI (Yu et al., 2013; Wu et al., 2015) führt.  

 

In diversen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die ctDNA prinzipiell auch bei 

hämatologischen Neoplasien als Untersuchungsmaterial und als prognostischer Marker 



 

 27 

geeignet ist (Kis et al., 2017; Boher et al., 2018; Zhong et al., 2018; Nakamura et al., 

2019; Short et al., 2020, Bingham und Spencer, 2020). Insgesamt ist die Studienlage 

bezüglich des Einsatzes der ctDNA-Analyse bei der AML jedoch wenig umfangreich 

(Thakral et al., 2020). Dies beruht unter anderem darauf, dass bei der AML prinzipiell 

auch die Möglichkeit einer zyto- und molekulargenetischen Analyse aus genomischer 

DNA aus Blasten im pB besteht. Diagnostik und Verlaufsbeobachtung bei der AML 

beruhen inzwischen primär auf der sequenziellen Bestimmung der Allelfrequenz AML-

assoziierter molekularer Marker (Döhner et al., 2022). Erste Studien konnten bereits 

zeigen, dass der Mutationsnachweis in cfDNA-Proben von AML-Patienten möglich ist 

und prinzipiell eine hohe Konkordanz zwischen dem Mutationsnachweis in KM- und 

cfDNA-Proben besteht (Nakamura et al., 2019; Short et al., 2020). Zusätzlich weisen 

bisherige Studien darauf hin, dass der Mutationsnachweis in der cfDNA bei AML-

Patienten auch einen prognostischen Wert aufweist (Nakamura et al., 2019). Aus diesem 

Grund wäre die cfDNA-Analyse für repetitive Verlaufsuntersuchungen bei AML-

Patienten sehr gut geeignet, da im Rahmen der Verlaufsuntersuchungen nach wie vor 

häufig auf KM-Proben zurückgegriffen wird, deren Entnahme einen invasiven und für 

den Patienten meist schmerzhaften Eingriff darstellt. Dennoch gibt es bisher nur wenige 

Studien, bei denen repetitive cfDNA-Entnahmen bei Patienten im Sinne einer 

sequenziellen MRD-Bestimmung durchgeführt wurden.  

 

 

1.4 Zielsetzung 
 

AML-Patienten müssen sich nach einer erfolgten Therapie einer langjährigen und vor 

allem in den ersten Jahren intensiven Nachbeobachtung inklusive regelmäßiger 

Bestimmung der residuellen Krankheitslast unterziehen. Dabei sind insbesondere aus 

Patientensicht Analysen des peripheren Blutes wesentlich angenehmer als 

Untersuchungen des Knochenmarks, da letztere eine invasivere Prozedur zur 

Probengewinnung erfordern. cfDNA kann grundsätzlich einen Aufschluss über ein 

Krankheitsgeschehen an beliebigen anatomischen Orten geben, weshalb sog. Liquid 

Biopsies auch einen attraktiven Ansatz zur Verlaufsbeobachtung der AML darstellen. Da 

es sich bei der AML um eine Erkrankung mit einer dynamischen Klonalität handelt, ist 

es außerdem sinnvoll, stets alle nachgewiesenen Mutationen im Kontext zu analysieren. 

Dies erlaubt zum einen den Nachweis chemoresistenter Klone, zum anderen das 

frühzeitige Erkennen neu aufgetretener Subklone im Rahmen einer klonalen Evolution. 

Dies wird durch den Einsatz des NGS vereinfacht, da es die simultane Analyse der 
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betroffenen Gene durch den Einsatz personalisierter Panels ermöglicht. Somit kann ein 

umfassender Überblick über das Mutationsprofil eines Patienten mit nur einer einzigen 

Untersuchung erhalten werden. Außerdem ist für das NGS bereits ein geringer DNA-

Input von 10 – 20 ng, je nach verwendetem Panel, ausreichend (Serratì et al., 2016), so 

dass auch cfDNA, die in der Regel nur in geringen Konzentrationen im pB vorliegt, mit 

dieser Methode untersucht werden kann (siehe Kapitel 1.3.2).  

Es gibt bisher nur wenige Studien, die die Eignung der cfDNA für den Nachweis AML-

assoziierter Mutationen mittels NGS in Remission untersuchen (Short et al., 2020).  

In der in dieser Dissertation vorgestellten Studie wurden daher die folgenden 

Fragestellungen bearbeitet:  

 

1. Welche Mengen an cfDNA lassen sich bei Patienten mit AML zu verschiedenen 

Zeitpunkten im Krankheitsverlauf isolieren und sind diese ausreichend für die 

Durchführung einer NGS-Untersuchung? 

2. Wie hoch ist die Sensitivität der MRD-Detektion in cfDNA mittels NGS-

Genpanel-Analyse?  

3. Erlaubt die cfDNA-Analyse eine sensitivere Beurteilung des Remissionsstatus 

als die Chimärismusanalyse bei Patienten nach einer alloHSCT? 

4. Erlaubt die NGS-basierte cfDNA-Analyse eine differenzierte Beurteilung des 

MRD-Status bei Patienten in kompletter hämatologischer Remission nach 

Chemotherapie? 

5. Ermöglicht die regelmäßige cfDNA-Analyse die Detektion einer klonalen 

Evolution? 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Ethikvotum 
Vor Beginn der Studie wurde ein Gutachten der Ethikkommission des Fachbereichs 

Medizin der Philipps-Universität Marburg eingeholt. Ein positives Ethikvotum liegt unter 

der Kennnummer 137/16 vor.  

 

 

2.2 Patienten und Proben 
In der in dieser Arbeit vorliegenden Studie wurden insgesamt 75 cfDNA-Proben von 29 

Patienten mit AML berücksichtigt, die am Universitätsklinikum Gießen und Marburg 

(UKGM) Standort Marburg behandelt wurden (siehe Abbildung 2). Die Patienten wurden 

vor der ersten Probenentnahme von dem ärztlichen Personal ausführlich über die Studie 

sowie die Verwendung der Blutproben aufgeklärt und stimmten der Teilnahme an dieser 

Studie schriftlich zu. Die Blutentnahme erfolgte prospektiv im Zeitraum von Februar 2017 

bis Juni 2019 zusammen mit Routineblutentnahmen im Rahmen stationärer Aufenthalte 

oder im Rahmen der ambulanten Verlaufskontrollen in der hämatologischen Ambulanz 

des UKGM. Der Beobachtungszeitraum endete im Oktober 2020. Da es sich bei der hier 

vorliegenden Arbeit um eine technisch orientierte Studie handelte, waren keine exakten 

Zeitpunkte für die Probenentnahme vorgegeben, um den organisatorischen Aufwand 

möglichst gering zu halten. Die Selektion der ausgewerteten Proben erfolgte retrospektiv 

anhand klinischer Patientendaten. Bei der Probenauswahl wurde auf bisherige Rezidive 

auf molekularer oder histopathologischer Ebene, auffällige Veränderungen im Verlauf 

der Chimärismuskontrolle oder Blutbildpathologien, wie plötzliche Thrombozytopenien 

oder Veränderungen der Leukozytenzahl, geachtet.  
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Abbildung 2: Auswahl der analysierten cfDNA-Proben (n = 75). 

 
  
2.3 Klinische Daten 
Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurden außerdem zusätzliche elektronisch 

gespeicherte und aktenbasierte Patientendaten herangezogen. Bei diesen handelt es 

sich um klinische Parameter und patientenbezogene Dokumente, die im Rahmen der 

Verlaufskontrolle und stationären Aufenthalte routinemäßig erstellt wurden. Diese Daten 

umfassten Arztbriefe, Therapieverläufe, Laborbefunde, zyto- und molekulargenetische 

Befunde, durchflusszytometrische Befunde, Zytologiebefunde sowie Ergebnisse der 

Chimärismusanalysen. Der Zugriff auf diese Daten erfolgte über das im UKGM 

verwendete Krankenhausinformationssystem Orbis (Agfa HealthCare) sowie ergänzend 

über die jeweiligen Patientenakten der hämatologischen Ambulanz des 

Universitätsklinikums Marburg. 

 

 

2.4 Labormethodik 
Im folgenden Abschnitt werden die experimentellen Schritte dargestellt, die zur 

Isolierung und Sequenzierung der cfDNA im Rahmen der in dieser Dissertation 

vorgestellten Studie durchgeführt wurden. Die sehr anspruchsvollen 

molekularbiologischen Arbeiten wurden durch technische und wissenschaftliche 
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Mitarbeiter des Labors für hämatologische Spezialdiagnostik und der Arbeitsgruppe von 

Frau PD Dr. med. C. Brendel (P. Ross, M. Killer) durchgeführt.  

 

2.4.1 Probenentnahme und Lagerung 
 

Die Blutentnahme erfolgte mit speziellen Cell-Free DNA Blood Collection Tubes der 

Firma Streck (Streck, La Vista, NE/USA). Diese enthalten das Antikoagulans K3EDTA 

sowie ein spezifisches im Informationsmaterial nicht näher bezeichnetes Zell-

Konservierungsmittel. Diese Inhaltsstoffe stabilisieren die Membran der Blutzellen und 

verhindern eine Zelllyse beziehungsweise die Freisetzung zellulärer genomischer DNA, 

die eine Kontamination der cfDNA-Probe zur Folge hätte. Außerdem erfolgt die 

Stabilisierung der cfDNA durch die Verhinderung des nukleasevermittelten Abbaus der 

cfDNA-Stränge. Die cfDNA-Proben wurden vor Isolierung der cfDNA über einen 

maximalen Zeitraum von 14 Tagen bei 4°C gelagert.  

 

2.4.2 Isolation der cfDNA und Konzentrationsbestimmung der 
Nukleinsäure 

 

Die Isolation der cfDNA aus den Blutproben erfolgte mit dem QIAamp-Circulating-

Nucleic-Acid-Kit nach dem QIAGEN-Protokoll Purification of Circulating Nucleic Acids 

(Qiagen, Hilden). Die cfDNA wurde in 40 µl nukleasefreiem Wasser eluiert. Die cfDNA-

Konzentrationsbestimmung [ng/µl] erfolgte mit dem Qubit 3.0 Fluorometer (Life 

Technologies GmbH, Darmstadt). Die cfDNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

2.4.3 PreSeq DNA QC Assay 
 

Vor Erstellung der Sequenzierbibliotheken (Libraries) wurde mittels einer qPCR der 

DNA-QC-Score ermittelt. Dies diente der Qualitätsprüfung der DNA-Proben und erfolgte 

mit dem Archer PreSeq DNA QC Assay (Archer Dx, Boulder, CO/USA) und einem 

CFX96-Real-Time-PCR-Detection-System (Bio-Rad, Hercules, CA/USA). Dazu wurde 

mit dem Archer PreSeq DNA QC Assay ein DNA-Fragment mit einer Länge von 100 

Basenpaaren (bp) sowohl in der zu untersuchenden DNA-Probe als auch in dem Assay-

Standard amplifiziert. Die Differenz der Quantifizierungszyklus-Werte (Cq-Werte) ergab 

den DNA-QC-Wert (DNA QC-Score = Sample Cq – Standard Cq). Dies erlaubte 

wiederum die Bestimmung der Anzahl der amplifizierbaren Genome (amplifizierbare 

Genome pro ng = 2-(DNA-QC-Score) x 64626) und bildete die Grundlage für die einzusetzende 
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DNA-Menge (siehe Tabelle 3). Prinzipiell galt laut dem laborinternen Standard, dass bei 

einem DNA QC Score > 15 aufgrund einer unzureichenden Probenqualität von einer 

Sequenzierung abgesehen und eine erneute DNA-Extraktion vorgenommen werden 

sollte. Die empfohlene Einsatzmenge der amplifizierbaren Genome richtete sich primär 

spezifisch nach der Fragestellung, für die die Methodik verwendet werden sollte. Für die 

Identifikation von Mutationen mit einer Allelfrequenz von mind. 2% wurde vom Hersteller 

der Einsatz von 6500 amplifizierbaren Genomen empfohlen.       
 
Tabelle 3: Empfohlene DNA-Einsatzmenge. 

DNA QC Score Empfohlene Einsatzmenge an Proben-DNA 
<9 50–100 ng  

9–11 100–200 ng 

11–15 200–400 ng  

>15 Sequenzierung nicht empfohlen 

 

 

2.4.4 Erstellung der Sequenzierbibliotheken 
 

Zur Erstellung der Sequenzierbibliotheken wurden im Rahmen dieser Studie zwei 

kommerziell erhältliche Multi-Gen-Panels der Firma Archer Dx (Boulder, CO/USA) 

genutzt. Das VariantPlex-Core-AML-Panel deckt Hotspot-Regionen in zehn Genen ab 

und wurde bei insgesamt acht Proben eingesetzt (siehe Tabelle 4). Da die Produktion 

des Panels im weiteren Verlauf der Studie eingestellt wurde, wurde für die restlichen 67 

Proben das VariantPlex-Core-Myeloid-Panel verwendet. Dieses deckt Hotspot-

Regionen in insgesamt 37 Genen ab, in denen häufig AML-assoziierte Mutationen 

beziehungsweise Insertionen und Deletionen vorliegen können (siehe Tabelle 4). Bei 

beiden Panels beruht die Erstellung der Sequenzierbibliotheken auf der AMP-Technik 

(Anchored Multiplex PCR), die durch die Kombination von jeweils nur einem 

genspezifischen Primer pro Zielregion mit adapterspezifischen Primern sowie 

molekularen Barcodes eine effektive Anreicherung der Zielregionen einschließlich 

schwieriger genomischer Regionen auch bei einem geringen DNA-Input ermöglicht 

(Zheng et al., 2014). Bei der Erstellung der Libraries wurde gemäß dem 

Herstellerprotokoll vorgegangen. Alle fertiggestellten DNA-Bibliotheken wurden mittels 

einer qPCR mit dem NEBNext-Library-Quant-Kit für Illumina (New England Biolabs, 

Ipswich, MA/USA) auf einem CFX96-Real-Time-PCR-Detection-System (Bio-Rad, 

Hercules, CA/USA) quantifiziert, bevor sie auf den MiSeq oder NextSeq geladen wurden. 
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Tabelle 4: Zielgene der verwendeten Multi-Gen-Panels. 

Panel Zielgene 

VariantPlex Core AML ASXL1, CEBPA, DNMT3A, FLT3, IDH1, IDH2, JAK2, 

KIT, NPM1, RUNX1 

VariantPlex Core Myeloid ABL1, ANKRD26, ASXL1, BCOR, BRAF, CALR, CBL, 

CEBPA, CSF3R, DDX41, DNMT3A, ETNK1, ETV6, 

EZH2, FLT3, GATA1, GATA2, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, 

KRAS, MPL, NPM1, NRAS, PHF6, PTPN11, RUNX1, 

SETBP1, SF3B1, SRSF2, STAG2, TET2, TP53, 

U2AF1, WT1, ZRSZ2 

 

2.4.5 Next-Generation-Sequencing 
 

Vor dem Start des NGS-Laufes erfolgte die Zugabe von fünfprozentigem (MiSeq) bzw. 

zwanzigprozentigem (NextSeq) PhiX v3 (Illumina, San Diego, CA/USA). Dabei handelt 

es sich um eine Kontrollsequenzierbibliothek, die aus dem Bakteriophagen-Genom PhiX 

abgeleitet wird und die eine ausgeglichene Basen- bzw. Nukleotidverteilung (A, C, G, T) 

aufweist. Dadurch kommt es zu einer Erhöhung der Komplexität der DNA-

Gesamtbliothek, d.h. dass die gepoolten Proben eine ausgeglichenere Basenverteilung 

aufweisen. Dies erhöht in der Folge die Clusterdichte während des 

Sequenziervorganges, da eine bessere Trennung der Cluster voneinander möglich ist, 

und sorgt somit für eine qualitativ bessere Datengenerierung. Im nächsten Schritt 

wurden die Sequenzierbibliotheken auf die Flowcell geladen (siehe Abbildung 3B) und 

sequenziert (siehe Abbildung 3C). Bei der Flowcell handelt es sich um einen 

Glasobjektträger, auf dem Oligonukleotide aufgebracht sind, die über ihre Adapter die 

Bindung der DNA-Fragmente auf die Flowcell ermöglichen. Die Belegung der Flowcell 

wurde mit Rücksicht auf die durch den Hersteller empfohlene Read-Anzahl (Core AML: 

750 000 Reads; Core Myeloid: 3 Mio. Reads) geplant. Die Sequenzierung der cfDNA-

Proben erfolgte bei 41 Proben auf einem MiSeq (Illumina, San Diego, CA/USA) und bei 

34 Proben auf einem NextSeq (Illumina, San Diego, CA/USA) der Genomics Core 

Facility des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg. Die Proben wurden 

dabei in jeweils beide Richtungen mit einer Readlänge von je 150 bp sequenziert.  
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Abbildung 3: Übersicht des NGS-Workflows mit der Technologie von Illumina. Abbildung 
von Illumina, Inc. (2022). A: Erstellung der Sequenzierbibliotheken. B: Cluster-Generierung auf 
der Flowcell. C: Sequenziervorgang. D: Basenalignment und Datenanalyse.  
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2.5 Bioinformatische Auswertung 
2.5.1 Bündelung der FASTQ-Dateien 
 

Ein wesentlicher Unterschied bei den beiden Sequenziergeräten ist die Anzahl der 

Spuren auf der Flowcell. Während es sich bei dem MiSeq um eine einspurige Flowcell 

handelt, besitzt die Flowcell des NextSeq insgesamt vier Spuren. Aus diesem Grund 

haben sich nach der Sequenzierung auf dem NextSeq-Sequencer insgesamt acht 

FASTQ-Dateien (4 x R1 plus 4 x korrespondierend dazu R2) ergeben. Diese wurden 

durch eine wissenschaftliche Mitarbeiterin (J. Kremer) der AG Brendel nach einem 

standardisierten Protokoll zu jeweils kombinierten Dateien zusammengefügt (siehe 

Anhang), das vom Archer Tech Support zur Verfügung gestellt wurde. Dazu wurde ein 

Computer mit dem Betriebssystem Linux genutzt.  

 

2.5.2 Auswertung der cfDNA-Proben 
 

Anschließend erfolgte im Rahmen dieser Dissertation die bioinformatische Auswertung 

der sequenzierten DNA-Abschnitte mit dem Programm Archer Analysis (Version v6.0) 

der Firma Archer, das auf einem lokalen Server in der Klinik für Hämatologie des 

Universitätsklinikum Marburg zur Verfügung stand. Das Analyse-Programm bietet 

mehrere Pipelines an. Für die Auswertung der Proben wurde in diesem Fall 

hauptsächlich die SNP/InDel-Pipeline benutzt. Diese dient zur Detektion von 

Punktmutationen und Insertionen beziehungsweise Deletionen mit einer Länge von bis 

zu 30 bp. Bei Patienten mit einer bekannten FLT3-ITD erfolgte zudem eine ergänzende 

Auswertung mit der Structural-Variation-Pipeline, die für den Nachweis von Insertionen 

und Deletionen mit einer Länge von mehr als 30 bp geeignet ist. Das durch die Pipeline 

für das Basenalignment eingesetzte Referenzgenom war hg19 (GRCh37). Beim 

Basenalignment werden die sequenzierten Basensequenzen mit dem Referenzgenom 

verglichen, sodass Veränderungen in der Basenabfolge detektiert werden können (siehe 

Abbildung 3D). Die Grundeinstellungen der Archer Analysis Software wurden 

überwiegend beibehalten, lediglich folgende Parameter wurden angepasst: die Read-

Anzahl (10.000.000; ‚READ_DEPTH_NORMALIZATION‘) und die Alternate-Read-

Anzahl (1; ‚MIN_DEPTH_FOR_VARIANT_CALL‘). Auf ein Subsampling der Reads auf 

eine die für die Panels empfohlene Standard-Readanzahl wurde verzichtet, um alle 

Reads einer FASTQ-Datei mit in die Analyse einzubeziehen und so eine bestmögliche 

Sensitivität zu erreichen. Die minimale Alternate-Read-Anzahl (d.h. Anzahl der Reads 

mit einer Mutation) wurde heruntergesetzt, da bei der Verlaufsbeurteilung vorbekannter 
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pathogener Mutationen ein Nachweis in mindestens einem Read als ausreichend 

erachtet wurde.  

Die Proben wurden sowohl einzeln als auch als Batch hochgeladen und analysiert. Als 

Batch-Analyse wird das gebündelte Hochladen aller Proben eines Patienten in einem 

Durchlauf bezeichnet, was mit einer verbesserten Fehlerkorrektur einhergeht. Da sich 

die Ergebnisse der Einzel- und der Batchanalysen der hier untersuchten Proben jedoch 

als identisch herausstellten, erfolgte die weitere Auswertung mit den Daten der 

Einzelanalysen.  

 

Im ersten Schritt erfolgte die Überprüfung der Probenqualität. Dazu wurde ein von dem 

Analyseprogramm errechneter Qualitätsparameter (‚Variations QC‘), die Anzahl der 

Average unique start sites per GSP2 genutzt. Darunter versteht man die 

durchschnittliche Anzahl der einzigarten DNA-Fragmentlängen pro GSP2, d.h. pro gen-

spezifischem Primer, nachdem DNA-Fragmente mit der gleichen Fragmentlänge 

aussortiert wurden. Die Anzahl der einzigartigen DNA-Fragmentlängen ist dabei ein 

Indikator für die Probenkomplexität. Die Anzahl bestimmt darüber, ob die Probe als 

‚passed‘ oder ‚failed‘ bewertet wird. Die Mindestanzahl für das Bestehen der 

Qualitätskontrolle ist 50. Eine niedrigere Anzahl an Average unique start sites per GSP2 

kann ein Hinweis darauf sein, dass eine verminderte Probenqualität vorlag, z.B. 

aufgrund eines geringen Probeninputs oder Fehlern bei der Probenaufbereitung, was zu 

einer verminderten Sensitivität des NGS führen kann.   

 

Dann wurde die Auswertung der bekannten Mutationen, d.h. der Mutationen, die aus der 

Referenzdiagnostik (Münchner Leukämielabor) bekannt waren, vorgenommen. Die 

Mutationen wurden dazu, sofern sie die Standardfilter der Archer Analysis Pipeline nicht 

passierten, gezielt über die Oberfläche der Archer Software in den vollständigen 

Ergebnissen gesucht.  

Zur Auswertung der Mutationen wurden folgende Parameter begutachtet: die 

Allelfrequenz, die Sequenziertiefe am Ort der Mutation (Depth), der von der Pipeline 

generierte Qualitätsscore, die Anzahl der Reads, auf denen die Mutation erkennbar war 

(unique reads). Im nächsten Schritt erfolgte die Auswertung unbekannter Mutationen, 

d.h. zusätzlicher Mutationen, die in den Referenzbefunden nicht erwähnt worden waren. 

Alle Mutationen, die als „echte“ unbekannte Mutationen eingestuft wurden, wurden nach 

unten dargestelltem Workflow ausgewertet (siehe Abbildung 4). Teilweise integriert die 

Archer Analysis Software, sofern vorhanden, bereits mutationsspezifische Informationen 

aus verschiedenen, öffentlich zugänglichen Datenbanken in die Auswertungsplattform. 

Dazu gehören die COSMIC ID (Tate et al., 2018), der FATHMM-Score (Shihab et al., 
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2014), der Funktionsstatus (Keimbahnmutation, somatische Mutation), 

Mutationshäufigkeit in der Allgemeinbevölkerung (GnomAD) sowie auf ClinVar 

verfügbare Pathogenitätsbewertungen (benign, likely benign, uncertain significance, 

likely pathogenic, pathogenic). Alle zusätzlichen Auswertungsschritte, die im Folgenden 

dargestellt sind, wurden mithilfe der jeweils angegebenen Datenbanken eigenständig 

durchgeführt, wobei das Vorgehen auf den Richtlinien von Horak et al. (2022) basierte.  

 

 

 
Abbildung 4: Workflow bei der Interpretation unbekannter Mutationen.           
MAF = Minderheitenallelfrequenz; VAF = Variantenallelfrequenz.  

 

Als Artefakte wurden solche Mutationen interpretiert, die bisher nicht als bei der AML 

rekurrente Mutationen beschrieben wurden, jedoch in mehreren Proben von 

verschiedenen Patienten detektiert wurden. Sofern mehrere Mutationen in direkter Nähe 
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im Genom und mit ähnlicher Allelfrequenz nachgewiesen wurden, wurden diese in der 

Regel als Sequenzierfehler interpretiert. Palomo und Kollegen gaben in ihrer Publikation 

zwei Qualitätskriterien an, die bei der Auswahl unbekannter Mutationen erfüllt sein 

sollten (Palomo et al., 2020). Dazu gehört die Sequenziertiefe von mindestens 100 

Lesedurchgängen in diesem Bereich sowie der Nachweis der Mutation auf mindestens 

25 alternativen Reads. Dies wurde bei der Auswahl der Mutationen berücksichtigt. Um 

den Verlauf der Mutationslast im Krankheitsverlauf darzustellen, wurde in weiteren, zu 

dem gleichen Patienten zugehörigen Proben, spezifisch nach den detektierten 

Mutationen gesucht. Im ersten Schritt wurden Silent-Mutationen entfernt. Bei Silent-

Mutationen führt der Basenaustausch nicht zu einem Austausch der codierten 

Aminosäure. Missense-Mutationen, die in allen Proben eines Patienten und in 

Unabhängigkeit des jeweiligen Remissionsstatus des Patienten repetitiv eine VAF 

(‚variant allele frequency‘; dt.: Variantenallelfrequenz) von circa 50 % oder circa 100 % 

aufwiesen und in den Datenbanken GnomAD (Karczewski et al., 2020) oder dbSNP 

(Sherry et al., 2001) eine MAF (‚minor allele frequency‘; dt.: Minderheitenallelfrequenz) 

von >1 % aufwiesen, wurden als SNPs (‚single nucleotide polymorphism‘; dt.: 

Einzelnukleotid-Polymorphismus) interpretiert und nicht in die weitere Auswertung mit 

einbezogen. Weiterhin erfolgte ein Abgleich mit klinischen Datenbanken wie COSMIC 

(Tate et al., 2018) oder Cancer Hotspots zur Identifizierung von rekurrenten AML-

assoziierten Mutationen sowie von Mutationen, die in typischen Mutationshotspots 

liegen. Die Insilico-Prognose wurde mittels der Algorithmen der Datenbanken FATHMM-

MKL (Shihab et al., 2014), PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2013), PROVEAN (Choi et al., 

2015) und SIFT (Ng et Henikoff, 2003) bewertet. Schlussendlich erfolgte eine 

Literaturrecherche mit der Frage nach möglichen funktionellen Studien, deren 

Ergebnisse auf einen onkogenen Effekt der Mutation hinweisen. Im letzten Schritt 

erfolgte die Bewertung der Mutationen hinsichtlich ihrer Pathogenität analog den 

Empfehlungen von Horak et al. (2022), in denen ein Punktesystem zur 

Pathogenitätsbewertung herangezogen wird. Dieses Punktesystem berücksichtigt 

neben Populationsdaten auch funktionelle Daten, prädiktive Daten, Daten zu 

Mutationshotspots sowie algorithmenbasierte Hinweise auf eine möglich funktionelle 

Relevanz einer Mutation (Horak et al., 2022), die im Rahmen der zuvor beschriebenen 

Schritte zusammengetragen wurden. Nur Mutationen, die basierend auf der 

beschriebenen Vorgehensweise schlussendlich als likely pathogenic oder pathogenic 

bewertet wurden, wurden in die weitere Analyse mit einbezogen.  
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2.6 Aufbereitung der klinischen Daten 
 

Die Definition der hämatologischen kompletten Remission (CR) bzw. der kompletten 

Remission mit inkompletter hämatologischer Regeneration (CRi) beruht auf den 

etablierten Kriterien (Döhner et al., 2017). In dieser Arbeit wurde auf die Unterscheidung 

von CR und CRi anhand der Blutbildregeneration verzichtet. Als CRi wird dabei ein 

Nachweis von < 5 % Blasten im KM bei unvollständiger Regeneration des peripheren 

Blutbildes bezeichnet (Döhner et al., 2017). Da die Verlaufsbeobachtung der Patienten, 

die in dieser Studie berücksichtigt wurden, hauptsächlich auf der MRD- und der 

Chimärismus-Analyse beruhte, wurde die hämatologische CR-Bestimmung mittels 

Zytologie aus dem KM oder pB meist nicht regelmäßig durchgeführt. Die Beurteilung des 

hämatologischen Remissionsstatus erfolgte daher im Kontext der vorliegenden Befunde. 

Der erste Remissionszeitpunkt nach ED wurde definiert als die erste dokumentierte CR 

mit einem Nachweis von < 5 % Blasten im KM.  

Als ein normwertiger Spenderchimärismus wird in dieser Arbeit ein Spenderchimärismus 

von mindestens 90 % bezeichnet. Zur Vereinfachung der Analysen wurde nicht 

zwischen dem Gesamtspenderchimärismus und dem CD34-sortierten Chimärismus 

unterschieden, zumal für jeden Patienten nur eine Art von Chimärismus-Untersuchung 

durchgeführt wurde (bei CD34-Positivität der Blasten bei ED wurde der CD34-

Chimärismus bestimmt, bei Fehlen dieses Markers der Gesamtchimärismus).  

Als non-CR wurden die Zeitpunkte gewertet, bei denen die Kriterien für eine 

hämatologische CR nicht erfüllt waren, beziehungsweise zu denen eine 

Rezidivkonstellation vorlag. Ein Rezidiv wurde als ein Nachweis von ≥ 5 % Blasten im 

KM bei vorherigem Erreichen einer CR gewertet.  
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2.7 Statistische Auswertung 
 

Die Sammlung und die Aufbereitung der Daten erfolgten mit Microsoft Excel (Version 

16.47.1, Microsoft, Redmond, WA/USA). Die statistischen Auswertungen sowie die 

Erstellung der Grafiken und Abbildungen wurden mit der Statistiksoftware Graphpad 

Prism Version 9 und 10 (GraphPad Software, San Diego, CA/USA) durchgeführt.  

 

Die Auswertung der Patientencharakteristika erfolgte mittels einer deskriptiven Analyse. 

Hierfür wurden der Median beziehungsweise die Spannweite (r) sowie der Mittelwert 

beziehungsweise die Standardabweichung (SD) ermittelt.  

 

Für die folgenden Analysen wurde zunächst jeweils eine Prüfung der Normalverteilung 

mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests vorgenommen.  

Die vergleichende Analyse der cfDNA-Menge in CR- und non-CR-Proben erfolgte bei 

fehlender Gauß-Normalverteilung mittels Mann-Whitney-U-Test.  

Bei den Korrelationsanalysen (Abbildung 9, Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13) 

wurde entweder die Pearson-Korrelationsanalyse (bei normalverteilten Daten) oder bei 

fehlender Gauß-Normalverteilung die Spearman-Korrelationsanalyse verwendet.  

Bei dem Vergleich der Anzahl an Mutationen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sowie des 

Rezidivs wurde bei vorhandener Normalverteilung der gepaarte t-Test genutzt.  

 

Die Überlebenszeitanalyse bei Patienten mit normwertigem Chimärismus und MRD-

Positivität versus MRD-Negativität wurde mittels einer Kaplan-Meier-Überlebenskurve 

dargestellt. Als Ausgangspunkt wurde die erste dokumentierte Remission (CR bzw. CRi) 

herangezogen. Als Ereignis wurde der erste dokumentierte Zeitpunkt eines 

Krankheitsrezidivs festgelegt. Patienten, die aufgrund einer anderen Ursache 

verstarben, aus der Nachbeobachtung ausschieden oder zum Ende des 

Beobachtungszeitraums rezidivfrei verblieben wurden zum letzten dokumentierten 

Beobachtungszeitpunkt zensiert. Zum Vergleich des progressionsfreien Überlebens 

(PFS) beider Gruppen wurde ein Logrank-Test durchgeführt.  

 

Eine statistische Signifikanz wurde jeweils bei einem zweiseitig getesteten p-Wert von 

£ 0,05 angenommen.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Patienten- und Krankheitscharakteristika 
 

Insgesamt 29 Patienten, denen im Zeitraum von Februar 2017 bis Juni 2019 cfDNA-

Proben entnommen wurden, wurden im Rahmen dieser Studie untersucht (siehe Tabelle 

5).  

 
Tabelle 5: Patientencharakteristika. 

Patienten gesamt, n (%) 29 (100) 

     männlich   7 (24,1) 

     weiblich 22 (75,9) 

     <65 Jahre bei ED 24 (82,7) 

     >65 Jahre bei ED   5 (17,3) 

Alter bei ED in Jahren, Median (Spannweite) 57 (17–82) 

AML-Subtyp nach WHO-Klassifikation (2022), n (%)  

     AML nach zytotoxischer Therapie*   2 (6,9) 

     AML mit definierenden genetischen Anomalien 24 (82,8) 

        AML mit NPM1-Mutation 11 (37,9) 

        AML mit BCR::ABL1-Fusion   1 (3,4) 

        AML, myelodysplasie-assoziiert (AML-MR) 12 (41,4) 

     AML, definiert durch Differenzierung   3 (10,3) 

        AML mit minimaler Differenzierung   1 (3,4) 

        Akute myelomonozytäre Leukämie   1 (3,4) 

        Akute monozytäre Leukämie   1 (3,4) 

Risikoklassifikation nach ELN (2022), n (%)  

     günstig   8 (27,6) 

     intermediär   5 (17,2) 

     ungünstig 16 (55,2) 

Patienten mit alloHSCT, n (%) 25 (86,2) 
*beinhaltet einen Patienten mit Nachweis eines KMT2A-Rearrangements 

 

Bei zwei Patienten lag mit dem Vorliegen eines Mamma-Karzinoms beziehungsweise 

eines Burkitt-Lymphoms in der Krankheitsgeschichte eine AML nach zytotoxischer 

Therapie vor.   
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Bei den eingeschlossenen Patienten waren median zwei Mutationen (r = 1-7) 

vorbekannt. Die bei ED am häufigsten mutierte Gene waren NPM1 bei 11 von 29 

(37,9 %), DNMT3A bei 8 von 29 (27,6 %) und IDH2 bei 7 von 29 (24,1 %) Patienten 

(siehe Tabelle 6). Bei 15 von 29 (51,7 %) Patienten lag ein normaler Karyotyp vor, 8 von 

29 (27,6 %) Patienten wiesen eine chromosomale Aberration auf. Ein komplexer 

Karyotyp, d.h. der Nachweis von mindestens drei unabhängigen chromosomalen 

Aberrationen, lag bei 6 von 29 (20,7 %) Patienten vor. 
 

Tabelle 6: Mutierte Gene bei Erstdiagnose in n=29 AML-Patienten. 

Gen Anzahl an Patienten mit Mutation in diesem 
Gen* (absolute Anzahl / Anteil [%]) 

    ASXL1 4 / 13,8 

    BCOR 1 / 3,4 

    CEBPA 3 / 10,3 

    DNMT3A 8 / 27,6 

    ETV6 1 / 3,4 

    FLT3** 4 / 13,8 

    IDH1 4 / 13,8 

    IDH2 7 / 24,1 

    JAK2 1 / 3,4 

    NPM1 11 / 37,9 

    NRAS 4 / 13,8 

    RUNX1 4 / 13,8 

    SETBP1 2 / 6,9 

    SRSF2*** 3 / 10,3 

    TET2 5 / 17,2 

    TP53 4 / 13,8 
*: Basierend auf den vorbekannten Mutationen der Patienten.  
**: Es waren eine FLT3-TKD und drei FLT3-ITDs beschrieben. Bei zwei Patienten war die Position 
der internen Tandemduplikation nicht bekannt.  
***: Bei einem Patienten war die genaue Position der vorliegenden Mutation in SRSF2 nicht 
bekannt.  
 
Insgesamt 25 Patienten (86,21 %) erhielten im Rahmen des Beobachtungszeitraumes 

eine alloHSCT (siehe Tabelle 5). Davon handelte es sich bei 24 Patienten um eine 

alloHSCT als konsolidierende Therapie nach ED oder Rezidiv einer AML, eine weitere 

Patientin hatte diese bereits im Rahmen der Behandlung einer CMML erhalten und erlitt 

ein Rezidiv nach alloHSCT in Form einer AML. Bei allen Patienten konnte nach erfolgter 
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alloHSCT eine CR dokumentiert werden, die vor alloHSCT nur von 21 von 24 (87,5 %) 

Patienten erreicht worden war. Insgesamt erlitten 17 Patienten (58,62 %) ein Rezidiv 

beziehungsweise einen Progress. Ein Progress wurde dabei bei einer Zunahme der 

leukämischen Last unter Therapie angenommen. Bei 13 dieser 17 (76,5 %) Patienten 

konnte eine CR vor Eintritt des Rezidivs dokumentiert werden. Das mediane rezidivfreie 

Überleben nach Erreichen einer Remission betrug 249 Tage (range = 15–3037). 

Insgesamt sind 16 von 29 (55,17 %) Patienten im Beobachtungszeitraum verstorben. 

Bei 13 Patienten war dies direkt mit der AML-Erkrankung assoziiert, drei Patienten 

verstarben aufgrund anderer Ursachen (Sepsis in CR, kardiovaskuläre Erkrankung und 

Bronchial-Karzinom).  

 

 

3.2 cfDNA-Konzentration 
 

Um eine optimale Sequenzierleistung zu erreichen, wird von den Herstellern eine 

Mindest-DNA-Inputmenge für das jeweilig verwendete Panel vorgegeben. Die 

mindestens benötigte DNA-Menge für eine DNA-Bibliothek-Generierung mit den Panels 

der Firma Archer beträgt 10 ng. Um zu überprüfen, ob die verwendeten cfDNA-Proben 

eine für die verwendeten Panels ausreichende cfDNA-Menge aufwiesen, wurde die 

cfDNA-Menge aller verwendeter cfDNA-Proben anhand der cfDNA-Konzentration 

berechnet. Die mittels Qubit-Fluorometer bestimmten Konzentrationen der cfDNA in den 

sequenzierten Patientenproben lag bei 0,592 bis 130,4 ng/µl. Bei einem angenommenen 

Plasmavolumen von 4 ml pro Probe (alle Probenröhrchen waren bis zur Füllmarkierung 

gefüllt, das exakte Plasmavolumen wurde jedoch nicht notiert) entsprach dies absoluten 

cfDNA-Mengen von 24 ng bis 5,2 µg pro Probe (Abbildung 5A). Somit konnte für jede 

Probe die Mindestmenge von 10 ng DNA eingesetzt werden. 
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Abbildung 5: cfDNA-Menge in Blutproben von AML-Patienten.             
A. Extrahierte cfDNA-Menge aller sequenzierten Proben (n = 75). B. Differenzierte Darstellung 
der cfDNA-Menge in CR-Proben (n = 55) und non-CR-Proben (n = 20) (p = 0,1705; Mann-
Whitney-U-Test). Die schwarze Linie markiert die jeweils mediane cfDNA-Menge.       

Die mediane cfDNA-Menge in Proben, die zum Zeitpunkt einer CR abgenommen 

wurden, betrug 116 ng versus 239,2 ng in den Proben, die zu einem Zeitpunkt 

abgenommen worden waren, zu dem sich der Patient nicht in einer kompletten 

Remission (non-CR) befand (siehe Abbildung 5B). Die Einteilung in CR und non-CR 

beruhte auf hämatologischen Kriterien. Insgesamt konnte aus allen Proben cfDNA in 

ausreichender Menge für die molekularbiologische Untersuchung mittels NGS-

Genapanelanalyse extrahiert werden. Es bestand dabei kein signifikanter Unterschied 

zwischen der cfDNA-Menge in den CR- und den non-CR-Proben (p = 0,1705; Mann-

Whitney-U-Test).  
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3.3 Sensitivität der Next-Generation Sequenzierung zum 
Nachweis AML-assoziierter Mutationen 

3.3.1 Sequenziertiefe in cfDNA-Proben 
 

 
Abbildung 6: Sequenziertiefe bei cfDNA- Proben von AML-Patienten (n = 75).              
A = Core AML / MiSeq (n = 8); B = Core Myeloid / MiSeq (n = 33); C = Core Myeloid / NextSeq 
(n = 34). Die schwarzen Linien stellen die empfohlene Read-Anzahl (Core AML: 750 000;         
Core Myeloid: 3 000 000) dar. 

 
Einen weiteren wichtigen Faktor für die Sensitivität der NGS-Methodik stellt die erreichte 

Read-Anzahl dar, d.h. wie häufig die in der Probe enthaltenen DNA-Fragmente im 

Rahmen der Sequenzierung abgelesen wurden. Die vom Hersteller empfohlene Read 

Anzahl beziehungsweise Sequenziertiefe für das Core AML Panel beträgt 750 000 

Reads, für das Core Myeloid Panel hingegen drei Millionen Reads. Die Belegung der für 

die Sequenzierungen genutzten Flowcell wurde so geplant, dass bei gleicher Verteilung 

der Readanzahl und maximalem Output theoretisch für jede Probe die jeweils 

empfohlene Sequenziertiefe erreicht werden konnte. Mit dieser Auswertung wurde 

überprüft, wie viele der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit ausgewerteten cfDNA-

Proben die empfohlene Mindest-Readanzahl tatsächlich erreicht haben. Dazu wurde die 

Read-Anzahl der jeweiligen cfDNA-Probe herangezogen, die von Archer Analysis 

automatisch bei jedem Proben-Upload berechnet wird. Insgesamt konnte die 

empfohlene Sequenziertiefe für 48 von 75 (64 %) Proben erreicht werden, wobei es bei 

den Sequenzierungen mit dem MiSeq 30 von 41 (73,2 %) und bei den Sequenzierungen 

mit dem NextSeq hingegen 18 von 34 (52,9 %) Proben waren (siehe Abbildung 6).  
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Bei 27 der 75 Proben (36 %) konnte die empfohlene Sequenziertiefe hingegen nicht 

erreicht werden, sodass hier von einer eingeschränkten technischen Sensitivität 

ausgegangen werden muss. Weiterhin weisen die Daten darauf hin, dass die 

Sequenzierung auf dem MiSeq-Sequenziergerät mit einer höheren Wahrscheinlichkeit 

einhergeht, bei der Sequenzierung die empfohlene optimale Sensitivität zu erreichen als 

bei der Verwendung des NextSeq-Sequenziergeräts. So konnte bei der Verwendung 

des MiSeq-Sequenziergeräts mit 73,2 % wesentlich häufiger eine ausreichende Read-

Anzahl generiert werden konnte. Diese Beobachtung lässt sich möglicherweise mit der 

geringeren Anzahl von Proben erklären, die pro MiSeq-Lauf im Vergleich zu einem 

NextSeq-Lauf analysiert werden können, da sich Variabilitäten in der tatsächlich 

erreichten Readanzahl durch (nicht vermeidbare) Ungenauigkeiten in der 

Quantifizierung auf weniger Proben verteilen.  

 

3.3.2 Average Unique Start Sites per GSP2 
 

In das Programm Archer Analysis sind bestimmte Qualitätskontrollen (‚QC-Metrics‘) 

integriert, um eine ausreichende Datenqualität im Sinne einer zuverlässigen 

Mutationsdetektion zu gewährleisten. Ein Kriterium ist die Anzahl der sogenannten 

Average Unique Start Sites per GSP2. Archer Analysis gibt als Schwellenwert eine 

Anzahl von 50 Unique Start Sites per GSP2 an. Mit dieser Analyse wurde überprüft, bei 

wie vielen Proben die empfohlene Mindestanzahl von 50 Unique Start Sites per GSP2 

und somit ein Bestehen dieser Qualitätskontrolle erreicht werden konnte. Die mediane 

Anzahl lag bei 175,91 (Spannweite: 43–382,83). Insgesamt wiesen 68 von 75 (90,7 %) 

Proben eine ausreichende Anzahl auf (siehe Abbildung 7). Das bedeutet, dass bei 

diesen Proben nach Hersteller-Angaben auch bei einer nicht erreichten Mindest-

Readanzahl von einer zuverlässigen Mutationsdetektion ausgegangen werden kann. 

Hierbei konnte beobachtet werden, dass die sieben Proben, die keine ausreichende 

Anzahl an Average Unique Start Sites aufwiesen, alle mit dem VariantPlex-Core-AML-

Panel sequenziert worden waren. Für dieses Forschungsprojekt wurde jedoch auf die 

Wiederholung des Sequenzierlaufs verzichtet. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigen, 

dass die Mehrzahl der Proben eine ausreichende Anzahl an Average Unique Start sites 

per GSP2 und somit eine ausreichende Probenkomplexität für die NGS-Analyse 

aufwiesen, was die grundsätzlich gute und robuste technische Leistungsverhalten der 

verwendeten Panels für die Untersuchung von cfDNA unterstreicht.  
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Abbildung 7: Anzahl der Average Unique Start Sites per GSP2 in allen analysierten Proben 
(n = 75).                               
Die schwarze Linie stellt die Mindestanzahl für die Pass-/Fail-Bewertung durch Archer Analysis 
dar (Standardeinstellung der Archer Analysis Pipeline: 50 Average unique start sites per GSP2; 
der Parameter kann jedoch auch anwenderspezifisch angepasst werden, um eine Bewertung der 
Proben als „Fail“ durch die Software zu umgehen).   

 

3.3.3 Mutationsspezifische Detektionsgrenze 
 

Neben der Gesamt-Read-Anzahl ist für die Detektion AML-assoziierter Mutationen 

ebenfalls ausschlaggebend, mit welcher Tiefe die zu untersuchende Genregion 

sequenziert wurde. Mit zunehmender positionsspezifischer Read-Anzahl steigt die 

Wahrscheinlichkeit, eine Veränderung in der untersuchten Genregion zu detektieren. Die 

Read-Anzahl kann jedoch von Genregion zu Genregion variieren, sodass mitunter mit 

einer verminderten Sensitivität bei bestimmten Genen zu rechnen ist, obwohl die Probe 

eine ausreichende Gesamt-Read-Anzahl aufweist. Zur MRD-Beurteilung wurden in 

dieser Arbeit vorbekannte Mutationen herangezogen, die bei ED durch ein 

Referenzlabor berichtet worden waren. Daher wurde der Nachweis der Mutation in 

mindestens einem Read als ausreichend erachtet. Unter dieser Voraussetzung wäre bei 

einer Sequenziertiefe von 100 theoretisch ein Nachweis von Mutationen mit einer 

Allelfrequenz von 1/100 = 1 % (= 10-2) möglich. In dieser Auswertung wurde die 

mutationsspezifische Detektionsgrenze innerhalb der hier untersuchten Kohorte anhand 

der durchschnittlich erreichten Sequenzierreads pro Mutation bestimmt (1/maximale 

Read-Anzahl). Hierfür wurde die positionsspezifische Read-Anzahl in allen Proben 

herangezogen, also nicht nur in den Proben, in denen die Mutation tatsächlich 
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nachgewiesen werden konnte. Dabei handelt es sich um eine rechnerische Bestimmung, 

eine technische Sensitivitätsanalyse mittels Verdünnungsreihen der cfDNA-Proben 

wurde im Rahmen der hier vorgestellten Studie nicht durchgeführt. Weiterhin wurde 

überprüft, ob eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der jeweils niedrigsten 

VAF und der mutationsspezifischen Tiefe vorlag.  
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Tabelle 7: Sequenziertiefe und minimal detektierte VAF in 75 cfDNA Proben von 29 Patienten 

Gen Mutation (DNA) Mutation (Protein) Mittlere 
Depth / SD 

Minimum / 
Maximum 

Errechnete untere 
Nachweisgrenze [%]* 

Geringste 
beobachtete VAF [%] 

Anzahl 
Proben** 

ASXL1 c.1934dup p.Gly646TrpfsTer1
2 

1226 / 192,3 1045 / 1428 0,07 2,68 3 

ASXL1 c.2077C>T p.Arg693Ter 2530 2530 0,04 0,12 1 
ASXL1 c.2194_2202del 

insGGGCA 
p.Leu732Glyfs 
Ter11 

778,7 / 501,8 267 / 1270  0,08 13,64 2 

BCOR c.2512C>T p.Pro838Ser 195,5 / 132,2 66 / 253 0,40 99,21 2 
CEBPA c.71_74dup p.Glu25AspfsTer27 703,5 / 248,2 405 / 969  0,10 0,1 3 
CEBPA c.173dup p.His59AlafsTer84 980 980 0,10 0,2 1 
CEBPA c.238_241dup p.Leu81ArgfsTer28 691 691 0,14 n.n. 0 
CEBPA c.310G>T p.Asp104Tyr 479,5 / 333 244 / 715  0,14 49,18 2 
CEBPA c.823G>A p.Lys275Ter 875 875 0,11 n.n. 0 
DNMT3A c.670G>A p.Ala224Thr 184,5 / 108,2 108 / 261 0,38 10,19 2 
DNMT3A c.1127_1147dup p.Tyr376_382dup 433 433 0,23 0,23 1 
DNMT3A c.1235G>C p.Gly412Ala 638 638 0,16 n.n. 0 
DNMT3A c.1457C>G p.Ser486Cys 1044 / 304,5  713 / 1317 0,08 0,78 4 
DNMT3A c.1903C>T p.Arg635Trp 845 845 0,12 n.n. 0 
DNMT3A c.2189G>A p.Arg730His 426,5 / 407,5 60 / 1348 0,07 0,09 7 
DNMT3A c.2189G>T p.Arg730Leu 845 845 0,12 n.n. 0 
ETV6 c.1058G>C p.Arg353Pro 288 288 0,35 1,04 1 
FLT3 c.1770_1793dup p.Tyr597_Glu598in

sAspTyrValAspPhe
ArgGluTyr 

1781 / 1896 440 / 3121 0,03 37,27 2 

FLT3 c.2505T>G p.Asp835Glu 114 114 0,88 26,32 1 
IDH1 c.394C>T p.Arg132Cys 1695 / 1540 328 / 3363 0,03 0,91 5 
IDH1 c.395G>A p.Arg132His 884,8 / 1008 41 / 2303 0,04 0,16 3 
IDH1 c.395G>A p.Arg132Leu 784,5 / 202,9 641 / 928 0,11 n.n. 0 
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Gen Mutation (DNA) Mutation (Protein) Mittlere 
Depth / SD 

Minimum / 
Maximum 

Errechnete untere 
Nachweisgrenze [%]* 

Geringste 
beobachtete VAF [%] 

Anzahl 
Proben** 

IDH2 c.263G>A p.Arg88Gln 418,2 / 226,2 99 / 850  0,12 0,3 10 
IDH2 c.359G>A p.Arg120Lys 916,5 / 914 115 / 2505 0,04 4,7 4 
JAK2 c.1849G>T p.Val617Phe 730,8 / 180,9 580 / 985 0,10 6,57 4 
NPM1 c.860_863dup p.Trp288CysfsTer1

2 
397,8 / 193,8 148 / 918 0,11 0,16 7 

NPM1 c.863_864insCAT
G 

p.Trp288GysfsTer1
2 

571,7 / 219,1 355 / 843 0,12 0,48 1 

NPM1 c.863_864insCCT
G 

p.Trp288GysfsTer1
2 

581,3 / 163 383 / 736  0,14 0,26 3 

NRAS c.34G>T p.Gly12Cys 530 530 0,19 n.n. 0 
NRAS c.35G>A p.Gly12Asp 1012 / 427,2 532 / 1590  0,06 0,11 5 
NRAS c.38G>A p.Gly13Asp 534 534 0,19 n.n. 0 
NRAS c.182A>G p.Gln61Arg 116 116 0,86 n.n. 0 
RUNX1 c.457_458delinsC

CTC 
p.Phe153ProfsTer3
2 

1066 / 429,1 680 / 1528  0,07 0,38 1 

RUNX1 c.511G>A p.Asp171Asn 1829 / 1806 808 / 5034 0,02 2,93 5 
RUNX1 c.762C>G p.Tyr254Ter 664,6 / 333,6 84 / 910 0,11 0,48 5 
RUNX1 c.1015_1022del p.Ile339ValfsTer23

1 
621 621 0,16 n.n. 0 

SETBP1 c.2602G>A p.Asp868Asn 3224 / 2758 1273 / 5174  0,02 0,08 2 
SETBP1 c.2602G>T p.Asp868Tyr 4510 4510 0,02 3,3 1 
SETBP1 c.2608G>A p.Gly870Ser 4497 4497 0,02 1,27 1 
SRSF2 c.284C>T p.Pro95Leu 61 61 1,64 11,48 1 
SRSF2 c.284C>G p.Pro95Arg 126 126 0,79 n.n. 0 
TET2 c.2604T>G p.Phe868Leu 1273 1273 0,08 4,35 1 
TET2 c.2737C>T p.Gln913Ter 533,5 / 211,4 384 / 683  0,15 78,04 1 
TET2 c.3359T>A p.Leu1120* 1035 / 656,9 570 / 1499 0,07 0,13 2 
TET2 c.3641G>A p.Arg1214Gln 167 167 0,6 n.n. 0 
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Gen Mutation (DNA) Mutation (Protein) Mittlere 
Depth / SD 

Minimum / 
Maximum 

Errechnete untere 
Nachweisgrenze [%]* 

Geringste 
beobachtete VAF [%] 

Anzahl 
Proben** 

TET2 c.4106C>A p.Ser1369Ter 679 679 0,15 n.n. 0 
TET2 c.5253_5254del p.Tyr1751 204 204 0,49 n.n. 0 
TP53 c.422G>A p.Cys141Tyr 284 / 100,4 213 / 355  0,28 n.n. 0 
TP53 c.742C>T p.Arg248Trp 420 420 0,24 20,48 1 
TP53 c.816_817insGG

ACCG 
p.Val272_Arg273in
sGlyPro 

1604 1604 0,06 n.n. 0 

TP53 c.970del p.Asp324MetfsTer2
1 

609 609 0,16 0,66 1 

Insge-
samt 

  776 / 849,8 41 / 5174 0,02   

SD = standard deviation (dt.: Standardabweichung); n.n. = nicht nachgewiesen.  
* Verwendete Formel: x = 1 / maximale Read-Anzahl an Mutationsstelle 
** Anzahl an Proben, in denen diese Mutation nachgewiesen werden konnte.
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Insgesamt lag eine Spannweite der mutationsspezifischen Depth von 41–5174 Reads 

pro Genabschnitt vor (siehe Tabelle 7). Dabei lag die Read-Anzahl bei 45 von 51 

(88,2 %) Mutationen immer bei > 100 Reads. Bei den restlichen 6 von 51 (11,8 %) 

Mutationen konnte in vereinzelten Proben nur eine mutationsspezifische Read-Anzahl 

von < 100 erreicht werden. Bezogen auf die Gesamtanzahl der Proben, lag in 7 von 75 

(9,3 %) Proben eine mutationsspezifische Read-Anzahl von < 100 für mindestens eine 

Mutation vor. Hierbei konnte beobachtet werden, dass bei 4 dieser 7 (57,1 %) Proben 

eine unzureichende Anzahl an Average Unique Start Sites per GSP2 von 44,6–45,22 

vorlag.   

 

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Depth lag die durchschnittliche untere 

Detektionsgrenze sogar bei 50 von 51 (98 %) Mutationen bei <1 %, bei 10 von 51 

(19,6 %) bei <0,1 % (siehe Tabelle 7, siehe Abbildung 8). Die höchste Sensitivität lag 

bei zwei Mutationen in SETBP1 (p.Asp868Tyr / c.2602G>T und p.Gly870Ser / 

c.2608G>A) mit einer unteren Nachweisgrenze von 0,02 % vor, die niedrigste bei der 

Mutation p.Pro95Leu / c.284C>T in SRSF2 mit 1,64 %. Die durchschnittliche 

mutationsspezifische Tiefe betrug 776 (SD = 849,8).  

 

 
Abbildung 8: Theoretische Sensitivität des verwendeten Assays.             
Berechnet als 1x/maximale Read-Anzahl an der mutationsspezifischen Stelle. Die rote Linie 
markiert den MRD-Schwellenwert, entsprechend einer VAF von 1%. * In CR- und non-CR-
Proben. 
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Bei Betrachtung des Zusammenhangs zwischen der jeweils niedrigsten VAF und der 

mutationsspezifischen Tiefe zeigte sich für jene 35 von 51 (68,6 %) Mutationen, die im 

Rahmen der vorgenommenen cfDNA-Analysen nachgewiesen werden konnten, in der 

Spearman-Korrelationsanalyse eine mittlere, aber statistisch signifikante negative 

Korrelation (r = -0,3522, p = 0,0380; siehe Abbildung 9).  

 

 
Abbildung 9: Korrelation zwischen positionsspezifischer Read-Anzahl und der niedrigsten 
nachweisbaren VAF der 35 in cfDNA nachgewiesenen Mutationen (r = -0,3522, p = 0,0380; 
Spearman-Korrelationsanalyse). 

 

Diese Daten zeigen insgesamt, dass sowohl in Bezug auf eine Mutation, die jeweils in 

verschiedenen Proben evaluiert wurde, als auch beim Vergleich unterschiedlicher 

Mutationen Sensitivitätsunterschiede auftraten, die durch Unterschiede in der 

mutationspositionsspezifischen Readanzahl bedingt sein könnten. Es zeigte sich jedoch 

auch, dass eine hohe mutationsspezifische Read-Anzahl mit einer niedrigeren 

nachweisbaren VAF einherging. Hierbei konnte ein mäßiger, aber statistisch 

signifikanter negativer Zusammenhang aufgezeigt werden, wobei dieser durch die 

Tatsache, dass bei dieser Analyse auch non-CR-Proben mit einer zu erwartenden 

höheren VAF im Sinne einer höheren Krankheitslast inkludiert wurden, beeinflusst 

werden könnte. Zusammenfassend wurde im Rahmen der Sequenzierung in der 

Mehrzahl der cfDNA-Proben (88,2 %) eine mutationsspezifische Depth von > 100 in den 

Regionen der vorbekannten Mutationen erreicht, die eine Sensitivität von mindestens 

10-2 und somit eine Detektion von Mutationen mit einer VAF bis mindestens 1 % 

gewährleistet. Die NGS-Panel-Analyse von cfDNA zeigte damit eine höhere Sensitivität 

als die Zytomorphologie zur Bestimmung einer CR, d.h. eine prinzipelle Eignung zur 

Verwendung für MRD-Untersuchungen bei der AML. 

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
0

20

40

60

80

100

Maximale Read-Anzahl

M
in

im
al

 d
et

ek
tie

rte
 V

A
F 

[%
]



 

 54 

3.4 Mutationen in cfDNA-Proben von AML-Patienten 
3.4.1 Mutationsstatus in cfDNA in CR- und non-CR-Proben 
 

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 55 CR- und 20 non-CR-Proben untersucht. 

Bei allen Patienten waren insgesamt mehr als eine Mutation vorbekannt. Der Nachweis 

mindestens einer dieser Mutationen wurde als eine (cfDNA-)Mutations-Positivität 

bewertet. In dieser Auswertung wurde untersucht, in wie vielen CR- beziehungsweise 

non-CR-Proben mindestens eine vorbekannte Mutation detektiert werden konnte. Wie 

in Kapitel 3.3.1 bereits beschrieben, korreliert die Sequenziertiefe mit der Sensitivität des 

Mutationsnachweises. Um dies zu überprüfen, wurde die Mutations-Positivität daher 

auch im Kontext der Gesamt-Read-Anzahl untersucht. In insgesamt 52 von 75 (69,3 %) 

Proben konnte eine mindestens eine Mutation nachgewiesen werden, dabei in 

insgesamt 32 von 55 (58,2 %) CR-Proben. Bei den Proben, bei deren Entnahme keine 

CR vorlag, war ein Mutationsnachweis in 20 von 20 (100 %) möglich (siehe Tabelle 8).  
 
Tabelle 8: cfDNA-Status in CR- und non-CR-Proben.  

 cfDNA positiv* cfDNA negativ Gesamt 

CR 32 23 55 

Non-CR 20 0 20 

Gesamt 52 23 75 

*für mindestens eine vorbekannte Mutation 
 

Bei den CR-Proben, bei denen eine ausreichende Read-Anzahl vorlag, gelang der MRD-

Nachweis in 26 von 37 (70,3 %) Proben (siehe Tabelle 9). Bei den Proben hingegen, die 

in einer CR abgenommen wurden und bei denen die Read-Anzahl unter der 

empfohlenen Anzahl lag, konnte nur in 6 von 18 (33,3 %) Mutationen eine MRD 

nachgewiesen werden, sodass hier von einer eingeschränkten technischen Sensitivität 

ausgegangen werden muss. In den non-CR-Proben hingegen schien auch eine 

suboptimale Read-Anzahl eine ausreichende Sensitivität für einen Mutationsnachweis 

zu gewährleisten.  
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Tabelle 9: Sequenziertiefe und MRD-Nachweis in cfDNA-Proben von AML-Patienten. 

Panel / 
Sequenziergerät 

 
Read-Anzahl < empfohlener Anzahl* 

 
Read-Anzahl ≥ empfohlener Anzahl* 

n 
Mittlere Read-
Anzahl / SD 

CR [n]/ 
non-CR [n] 

Positiv (CR) 
[n/%] 

Positiv (non-
CR) [n/%] n 

Mittlere Read-
Anzahl / SD  

CR [n]/ 
non-CR [n] 

Positiv (CR) 
[n/%] 

Positiv (non-
CR) [n/%] 

Core AML/ 
MiSeq 

0     8 1 249 785 / 
271 381 

 

5 / 3 
 

3 / 60 3 / 100 

Core Myeloid/ 
MiSeq 

11 2 338 915 / 
715 318 

 

9 / 2 3 / 33,3 2 / 100 22 4 144 453 / 
779 261 

 

20 / 2 16 / 80 2 / 100 

Core Myeloid/ 
NextSeq 

16 2 326 517 / 
468 418 

 

9 / 7 3 / 33,3 7 / 100 18 3 569 009 / 
287 703 

12 / 6 7 / 58,3 6 / 100 

Gesamt 27  18 / 9 6 / 33,3 9 / 100 48  37 / 11 26 / 70,3 11 / 100 

*Empfohlene Sequenziertiefe / Read-Anzahl: Core AML 750 000, Core Myeloid 3 000 000 
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Diese Daten bestätigen, dass cfDNA ein geeignetes Probenmaterial für eine MRD-

Untersuchung darstellt, wobei für eine zuverlässige Auswertung, insbesondere bei 

negativen Befunden jedoch unbedingt eine Sequenzierung mit mindestens der 

empfohlenen optimalen Readanzahl angestrebt werden sollte.  
 

3.4.2 Nachweis der vorbekannten Mutationen in cfDNA-Proben 
 

Die Basis des cfDNA-basierten MRD-Monitorings bildet die sequenzielle Bestimmung 

der Allelfrequenz jener Mutationen, die im Rahmen der Erstdiagnose identifiziert worden 

sind. Insgesamt waren in den 75 untersuchten cfDNA-Proben 51 Mutationen in 16 

verschiedenen Genen vorbekannt, d.h., dass diese Mutationen im Rahmen der 

Erstdiagnose durch das Referenzlabor beschrieben worden waren. Mit der folgenden 

Auswertung wurde untersucht, in wie vielen CR- bzw. non-CR-Proben Mutationen mittels 

NGS nachgewiesen werden konnten. Dazu wurde auch untersucht, wie hoch die 

jeweilige Allelfrequenz der Mutationen in CR- und non-CR-Proben war. Zudem wurde 

ausgewertet, ob in den cfDNA-Proben mit Mutationsnachweis jeweils alle vorbekannten 

Mutationen oder nur ein Teil dieser nachweisbar war.  

 

Bei der cfDNA-Analyse konnten insgesamt 35 von 51 (68,6 %) der vorbekannten 

Mutationen in allen 16 Genen in CR- und non-CR-Proben nachgewiesen werden, davon 

15 in CR-Proben, 11 in non-CR-Proben und 9 sowohl in CR- als auch non-CR-Proben 

(siehe Tabelle 10). Die Allelfrequenzen lagen dabei zwischen 0,08 und 78,04 % in den 

CR- und zwischen 1,27 % und 100 % in den non-CR-Proben (siehe Abbildung 10). In 

den CR-Proben lag bei 32 von 53 (60,38 %) Mutationen eine VAF < 1 % vor, in den non-

CR-Proben wiesen alle Mutationen eine VAF > 1 % auf (siehe Abbildung 10). In den CR-

Proben konnte median eine vorbekannte Mutation pro Probe nachgewiesen werden 

(Spannweite = 0–5).   
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Abbildung 10: Mutationslast AML-assoziierter Mutationen in cfDNA.           
Die Mutationslast war in non-CR-Proben (blau) höher als in CR-Proben (schwarz). 
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Tabelle 10: Mutationsnachweis in 75 cfDNA-Proben von 29 AML-Patienten. 
Gen Mutation (DNA) Mutation (Protein) Anzahl 

Patienten 
Anzahl 
Proben 

cfDNA 
positiv  
(CR)* 

cfDNA 
negativ 
(CR)* 

cfDNA 
positiv  

(non-CR)* 

cfDNA 
negativ 

(non-CR)* 
ASXL1** c.1934dup p.Gly646Trpfs*12  2 3 3 0 0 0 
ASXL1 c.2077C>T p.Arg693Ter 1 1 1 0 0 0 
ASXL1 c.2194_2202delins 

GGGCA 
p.Leu732GlyfsTer11 1 3 0 1 2 0 

BCOR c.2512C>T p.Pro838Ser 1 2 0 0 2 0 
CEBPA c.71_74dup p.Glu25AspfsTer27 1 5 1 2 2 0 
CEBPA c.173dup p.His59AlafsTer84 1 1 1 0 0 0 
CEBPA c.238_241dup p.Leu81Argfs*28 1 1 0 1 0 0 
CEBPA c.310G>T p.Asp104Tyr 1 2 0 0 2 0 
CEBPA c.823G>A p.Lys275* 1 1 0 1 0 0 
DNMT3A c.670G>A p.Ala224Thr 1 2 0 0 2 0 
DNMT3A c.1127_1147dup p.Tyr376_382dup 1 1 1 0 0 0 
DNMT3A c.1235G>C p.Gly412Ala 1 1 0 1 0 0 
DNMT3A c.1913C>G p.Ser638Cys 1 4 4 0 0 0 
DNMT3A c.1903C>T p.Arg635Trp 1 1 0 1 0 0 
DNMT3A c.2645G>A p.Arg882His 3 9 5 2 2 0 
DNMT3A c.2645G>T p.Arg882Leu 1 1 0 1 0 0 
ETV6 c.1058G>C p.Arg353Pro 1 1 1 0 0 0 
FLT3 c.1770_1793dup p.Tyr597_Glu598insAspT

yrValAspPheArgGluTyr 
1 6 0 4 2 0 

FLT3 c.2505T>G p.Asp835Glu 1 1 0 0 1 0 
IDH1 c.394C>T  p.Arg132Cys 3 5 1 0 4 0 
IDH1 c.395G>A p.Arg132His 1 6 1 3 2 0 
IDH1 c.395G>T p.Arg132Leu 1 2 0 2 0 0 
IDH2 c.419G>A p.Arg140Gln 4 16 8 5 3 0 
IDH2 c.515G>A p.Arg172Lys 3 6 0 2 4 0 
JAK2 c.1849G>T p.Val617Phe 1 4 2 0 2 0 
NPM1 c.860_863dup (Typ A) p.Trp288CysfsTer12 9 29 3 22 4 0 
NPM1 c.863_864insCATG (Typ B) p.Trp288CysfsTer12 1 6 1 5 0 0 
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Gen Mutation (DNA) Mutation (Protein) Anzahl 
Patienten 

Anzahl 
Proben 

cfDNA 
positiv  
(CR)* 

cfDNA 
negativ 
(CR)* 

cfDNA 
positiv  

(non-CR)* 

cfDNA 
negativ 

(non-CR)* 
NPM1 c.863_864insCCTG (Typ D) p.Trp288CysfsTer12 1 4 3 1 0 0 
NRAS c.34G>A p.Gly12Cys 1 1 0 1 0 0 
NRAS c.35G>A p.Gly12Asp 2 8 5 3 0 0 
NRAS c.38G>A p.Gly13Asp 1 1 0 1 0 0 
NRAS c.182A>G p.Gln61Arg 1 1 0 1 0 0 
RUNX1 c.457_458del 

insCCTC 
p.Phe153Profs*32 1 3 1 2 0 0 

RUNX1 c.511G>A p.Asp171Asn 2 5 2 0 3 0 
RUNX1 c.762C>G p.Tyr254Ter 1 5 2 0 3 0 
RUNX1 c.1015_1022del p.Ile339Valfs*231 1 1 0 1 0 0 
SETBP1 c.2602G>A p.Asp868Asn 1 1 1 0 0 0 
SETBP1 c.2602G>A p.Asp868Tyr 1 1 0 0 1 0 
SETBP1 c.2608G>A p.Gly870Ser 1 1 0 0 1 0 
SRSF2 c.284C>T p.Pro95Leu 1 1 0 0 1 0 
SRSF2 c.284C>G p.Pro95Arg 1 1 0 1 0 0 
TET2 c.2604T>G p.Phe868Leu 1 1 1 0 0 0 
TET2 c.2737C>T p.Gln913Ter 1 2 1 1 0 0 
TET2 c.3359T>A p.Leu1120* 1 3 2 1 0 0 
TET2 c.3641G>A p.Arg1214Gln 1 1 0 1 0 0 
TET2 c.4106C>A p.Ser1369* 1 1 0 1 0 0 
TET2 c.5253_5254del p.Tyr1751 1 1 0 1 0 0 
TP53 c.422G>A p.Cys141Tyr 1 4 0 4 0 0 
TP53 c.742C>T p.Arg248Trp 1 1 0 0 1 0 
TP53 c.816_817insGGACCG p.Val272_Arg273insGlyPr

o 
1 1 0 1 0 0 

TP53 c.970del p.Asp324Metfs*21 1 1 1 0 0 0 
*Nur Proben von Patienten, bei denen diese Mutation vorbekannt war. 
**Die Mutation ASXL1 c.1934dup ist bei geringer Allelfrequenz technisch schwierig von einem Artefakt zu unterscheiden, da sie in einer Homopolymerregion 
(GGGGGGGG) liegt, die das Entstehen von Sequenzierfehlern durch ein „Slipping“ der DNA-Polymerase begünstigt. Daher ist diese Variante als MRD-Marker 
ungeeignet (Montes-Moreno et al., 2018)
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In den Fällen, in denen die bekannten Mutationen zumindest teilweise nachgewiesen 

werden konnte (52 Proben [32 CR + 20 non-CR]), waren in 30 Proben (57,7 %) jeweils 

alle vorbekannten Mutationen nachweisbar (13 CR, 17 non-CR). In 22 Proben (42,3 % 

[19 CR + 3 non-CR]) hingegen konnte nur ein Teil des Mutationsspektrums 

nachgewiesen werden. Dabei waren in 10 von 22 Proben (45,5 %) jene Mutationen nicht 

nachweisbar, die bei ED eine geringere Allelfrequenz als die noch detektierbaren 

Mutationen aufwiesen.  

Bei den non-CR-Proben mit Mutations-Positivität, bei denen nicht alle Mutationen 

nachgewiesen werden konnten (3/20; 15 %), handelte es sich in allen Proben, die von 

dem gleichen Patienten stammten, bei der nicht detektierbaren Mutation um eine FLT3-

ITD. Eine dieser cfDNA-Proben war bei ED entnommen worden, hierbei konnte in einer 

KM-Probe, die acht Tage später entnommen worden war, eine FLT3-ITD (Ratio: 0,602) 

mittels qPCR nachgewiesen werden. Bei den anderen beiden non-CR-Proben dieses 

Patienten, bei denen diese FLT3-ITD nicht nachweisbar war, lagen keine 

Referenzproben vor. Hierbei kann nicht sicher unterschieden werden, ob es sich hierbei 

um ein überwiegend technisches Problem (Sequenzabdeckung) oder um ein 

bioinformatisches Problem (ITD als schwer alignierbare Variante) handelt.   

 

Insgesamt konnte ein Großteil der vorbekannten Mutationen nachgewiesen werden. 

Hierbei zeigte sich ein deutlicher Unterschied der VAF in CR- und non-CR-Proben, so 

wiesen die Mutationen in non-CR-Proben überwiegend eine höhere Mutationslast auf 

als die detektierten Mutationen in den CR-Proben. Dies entspricht der erwartbaren 

Krankheitslast, da bei non-CR-Proben von einem Blastenanteil von mind. 5% 

ausgegangen wird. Bei den cfDNA-Proben mit Mutations-Positivität konnte dabei nicht 

immer das gesamte Mutationsspektrum nachgewiesen werden, insbesondere bei den 

Proben, die in CR entnommen worden waren. Diese Beobachtungen deuten an, dass 

eine serielle Bestimmung der Mutationslast in cfDNA prinzipiell auch geeignet ist, um die 

Wirkung einer Therapie bei der AML zu beurteilen.  
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3.4.3 Korrelation der VAF vorbekannter Mutationen in cfDNA und 
Referenzproben 

 

Bei den Proben, bei denen mindestens eine Mutation nachgewiesen wurde und bei 

denen zeitnah entnommene Referenzproben in KM oder pB vorlagen, wurde zudem 

untersucht, ob eine Korrelation zwischen der VAF in cfDNA und der VAF in KM oder pB 

vorlag. Dazu wurden 17 pB-Proben und 12 KM-Proben mit einem zeitlichen Abstand von 

maximal 30 Tagen zu einer cfDNA-Entnahme herangezogen, die in einem externen 

Referenzlabor analysiert worden waren. Bei Vorliegen mehrere Mutationen wurde die 

mittlere VAF berechnet und für die Analyse herangezogen. Es erfolgte eine Spearman-

Korrelationsanalyse zur Überprüfung des Zusammenhangs bei fehlender 

Normalverteilung. Hierbei zeigte sich ein starker positiver, statistisch signifikanter 

Zusammenhang zwischen der VAF in cfDNA und KM-Proben (r = 0,9370; p = <0,0001; 

siehe Abbildung 11).  

 

 
Abbildung 11: Korrelation zwischen der VAF AML-spezifischer Mutationen in cfDNA und 
in KM (n = 12; r = 0,9370, p = <0,0001; Spearman-Korrelationsanalyse).          
Untersuchte Gene waren CEBPA, DNMT3A, FLT3, IDH1, IDH2, JAK2, NRAS, RUNX1, TET2 
und TP53.
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Bei den pB-Proben zeigte sich ebenfalls ein starker positiver, statistisch signifikanter 

Zusammenhang (r = 0,8231; p = <0,0001; siehe Abbildung 12) zwischen der VAF in  

cfDNA und in genomischer DNA in pB.  

 

 
Abbildung 12: Korrelation zwischen der VAF AML-spezifischer Mutationen in cfDNA und 
pB (n = 17; r = 0,8231; p = <0,0001; Spearman-Korrelationsanalyse).          
Untersuchte Gene waren ASXL1, CEBPA, DNMT3A, ETV6, IDH1, IDH2, JAK2, NRAS, RUNX1, 
SRSF2, TET2 und TP53. 

 
Insgesamt zeigen diese Daten, dass die in cfDNA nachgewiesene VAF mit der 

Mutationslast in pB- beziehungsweise KM-Proben korreliert. Somit scheint die 

Bestimmung der VAF in cfDNA auch Rückschlüsse auf die Mutationslast in 

leukämischen Zellen in pB oder KM zu erlauben, was eine wichtige Grundvoraussetzung 

für die Nutzung der cfDNA als Probenmaterial für eine Quantifizierung der Krankeitslast 

durch eine Mutationsanalyse darstellt.  

 
3.4.4 cfDNA-Analyse zum Mutationsnachweis bei NPM1-mutierter AML 
 

Das Monitoring der NPM1-Mutation, die eine häufige genetische Veränderung bei AML-

Patienten darstellt, erfolgt typischerweise mittels einer quantitativen PCR. Bei der qPCR 

handelt es sich dabei um ein äußerst sensitives Verfahren, mit der auch sehr niedrige 

NPM1-Mutationslasten nachgewiesen werden können (Gorello et al., 2006), die 

nachgewiesene Mutationslast wird hierbei als Ratio angegeben (NPM1-mutierte 

Kopien/ABL-Kopien). In dem Patientenkollektiv der hier vorgestellten Studie wiesen 11 

von 29 (37,9 %) Patienten eine Mutation in dem Gen NPM1 auf. Zum Vergleich der 

Sensitivität des NPM1-Nachweises mittels qPCR aus KM oder pB und mittels NGS aus 

cfDNA wurden insgesamt 10 cfDNA-KM-Wertepaare und 22 cfDNA-pB-Wertepaare von 
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10 Patienten mit einer NPM1-mutierten AML ausgewertet, die in einem Abstand von 

maximal 21 Tagen entnommen wurden.  

Während bei insgesamt acht KM-Proben, die mittels qPCR untersucht worden waren, 

eine NPM1-Mutation nachweisbar war (Ratio: 0,146–1211,42), gelang dieser Nachweis 

nur bei 6 von 8 (75 %) der cfDNA-Proben (VAF: 0,16–30,11 %) in zeitlicher Nähe (siehe 

Tabelle 11). Bei den beiden cfDNA-Proben, bei denen kein Nachweis möglich war, 

wiesen die dazugehörigen KM-Proben eine niedrige NPM1-Ratio von 0,146 

beziehungsweise 1,523 auf. Zudem lag bei diesen beiden cfDNA-Proben eine Gesamt-

Readanzahl von 780 206 beziehungsweise 1 608 186 Reads vor, sodass laut 

Herstellerempfehlungen (mind. 3 Mio. Reads) keine optimale Sequenziertiefe vorlag.  

 
Tabelle 11: NPM1-Mutationsnachweis in cfDNA- und KM-Proben  

 cfDNA positiv cfDNA negativ Gesamt 

qPCR positiv (KM) 6 2 8 

qPCR negativ (KM) 0 2 2 

Gesamt 6 4 10 

 

Bei einem Vergleich zwischen dem NPM1-Nachweis mittels einer qPCR aus dem pB 

und einem Nachweis mittels NGS von cfDNA zeigte sich interessanterweise, dass in 

dieser Konstellation die NPM1-Mutation nur in 6 von 11 (54,5 %) cfDNA-Proben 

nachgewiesen werden konnte (VAF: 0,16–33,7 %) (siehe Tabelle 12). Bei den 

Wertepaaren, bei denen der Nachweis nicht gelang, war die jeweils durch die qPCR 

bestimmte Mutationslast ebenfalls gering (Ratio: 0,116–7). Es gab hingegen nur eine 

cfDNA-Probe, in der ein Nachweis der NPM1-Mutation möglich war, obwohl ein 

Nachweis mittels qPCR im pB nicht möglich war (siehe Tabelle 12).  

 
Tabelle 12: NPM1-Mutationsnachweis in cfDNA- und pB-Proben  

 cfDNA positiv cfDNA negativ Gesamt 

qPCR positiv (pB) 5 5 10 

qPCR negativ (pB) 1 11 12 

Gesamt 6 16 22 

 

Insgesamt wurden bei dieser Analyse 29 CR- und drei non-CR Proben untersucht, bei 

denen eine gepaarte, mittels qPCR analysierte KM- oder pB-Probe vorlag. Der NPM1-

Nachweis gelang bei allen non-CR Proben sowohl in cfDNA (VAF: 15,44– 33,66 %) als 
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auch mittels der qPCR (Ratio: 887,931–1394) (siehe Tabelle 13). Bei CR-Proben 

allerdings war der Nachweis nur in 9 von 29 (31 %) cfDNA-Proben möglich.  

 
Tabelle 13: NPM1-Mutationsnachweis in CR- und non-CR-Proben (KM- und pB-Proben)  

 CR (KM/pB) Non-CR (KM/pB) Gesamt (KM/pB) 

NPM1-Nachweis 
positiv (cfDNA) 
(KM/pB) 

9 (4/5) 3 (2/1) 12 (6/6) 

NPM1-Nachweis 
negativ (cfDNA) 
(KM/pB) 

20 (4/16) 0 20 (4/16) 

Gesamt (KM/pB) 29 (8/21) 3 (2/1) 32 (10/22) 

 

Neben der Nachweisbarkeit der NPM1-Mutation in cfDNA wurde außerdem die 

Korrelation zwischend der VAF in cfDNA und der im Referenzlabor gemessenen Ratio 

untersucht. Es zeigte sich hierbei für die VAF in cfDNA und die Ratio in KM eine hohe, 

statistisch signifikante positive Korrelation (r=0,8969; p=0,0011; siehe Abbildung 13A). 

Für die VAF in cfDNA und die Ratio in pB zeigte sich eine mäßige, statistisch signifikante 

positive Korrelation (r=0,5896; p=0,0039; siehe Abbildung 13B).  

 

 

A      B 

 
Abbildung 13: Korrelation zwischen der NPM1-VAF in cfDNA und der NPM1-Ratio in KM 
(A) sowie der NPM1-VAF in cfDNA und der NPM1-Ratio in pB (B).                       
Spearman-Korrelationsanalyse; n=10, r=0,8969, p=0,0011 (KM) beziehungsweise n=22, 
r=0,5896, p=0,0039 (pB).  
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Die hier vorgestellten Daten zeigen insgesamt, dass es qualitative Unterschiede 

zwischen der Detektion einer NPM1-Mutation in cfDNA mittels NGS und in pB- 

beziehungsweise KM-Proben mittels qPCR gibt. Insgesamt weisen die Ergebnisse 

darauf hin, dass bei der Mutationsdetektion mittels qPCR sowohl im KM als auch im pB 

eine höhere Sensitivität erreicht werden kann als mit der verwendeten NGS-Methode.     

 

 

3.5 MRD-Analyse in cfDNA versus Chimärismusanalyse zur 
Verlaufskontrolle nach allogener Stammzelltransplantation 

3.5.1 cfDNA-Status und Chimärismusstatus in CR- und non-CR-Proben 
 

24 der 29 (86,2 %) in dieser Studie untersuchten Patienten erhielten im Rahmen der 

konsolidierenden Therapie nach ED oder Rezidiv eine alloHSCT. Eine weitere Patientin 

hatte diese bereits zur Therapie einer CMML vor Auftreten einer sekundären AML 

erhalten. Bei diesen Patienten erfolgten zur Verlaufsbeobachtung regelmäßige 

Bestimmungen des Spenderchimärismus. Um einen Vergleich zwischen Sensitivität der 

Chimärismus-Analyse und des MRD-Nachweises in cfDNA durchzuführen, standen 

insgesamt 35 Wertepaare von 22 Patienten zur Verfügung, die in einem Zeitfenster von 

maximal 21 Tagen entnommen worden waren. Dabei wurden für fünf Patienten jeweils 

drei Zeitpunkte, für drei Patienten jeweils zwei und für 14 Patienten jeweils ein Zeitpunkt 

ausgewertet. Es wurde hierbei nicht zwischen Gesamtspenderchimärismus und CD34+-

sortiertem Spenderchimärismus unterschieden.  

Zu Zeitpunkten, zu denen der Spenderchimärismus normwertig war und es somit keinen 

Hinweis auf ein drohendes Rezidiv gab, konnte dennoch in 16 von 29 (55,1 %) Proben 

eine MRD nachgewiesen werden (VAF: 0,08–6,7 %). Es handelte sich hierbei bei 15 von 

16 Proben um CR-Proben. Zu Zeitpunkten, zu denen der Spenderchimärismus erniedrigt 

war, konnte hingegen in 6 von 6 (100 %) Proben vorbekannte Mutationen nachgewiesen 

werden (siehe Tabelle 14). Hierbei handelte es sich bei 4 von 6 Proben um non-CR-

Proben und bei 2 von 6 Proben formal um CR-Proben, wobei bei beiden Patienten, zu 

denen diese Proben gehörten, erwartungsgemäß zeitnah ein Rezidiv dokumentiert 

werden konnte. Diese Daten deuten an, dass die cfDNA-Analyse eine differenziertere 

Remissionsbeurteilung erlauben könnte als die Spenderchimärismusanalyse.   
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Tabelle 14: Chimärismus vs. cfDNA in Patienten mit Zustand nach allogener 
Stammzelltransplantation  

 cfDNA positiv cfDNA negativ Gesamt 

Chimärismus ³90% 16 13 29 

Chimärismus <90% 6 0 6 

Gesamt 22 13 35 
 

 

3.5.2 Progressionsfreies Überleben in Patienten mit normwertigem 
Chimärismus und positivem Mutationsnachweis vs. negativem 
Mutationsnachweis 

 

Wie in der vorherigen Analyse dargestellt, scheint die Mutationsanalyse von cfDNA die 

Bestimmung des Spenderchimärismus zur Beurteilung des MRD-Status zu ergänzen, 

da auch bei normwertigem Chimärismus eine residuelle Empfängerhämatopoese mit 

Anteilen von AML-Klonen vorliegen kann. Diese stellt eine potenzielle Quelle für ein 

Rezidiv dar, sodass die MRD-Beurteilung anhand sensitiverer Methoden wie der Next-

Generation Sequenzierung eine genauere prognostische Einschätzung erlauben 

könnte.  

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde in der folgenden Analyse ein Vergleich des 

progressionsfreien Überlebens (PFS) bei Patienten mit MRD-Positivität 

beziehungsweise MRD-Negativität bei normwertigem Spenderchimärismus 

durchgeführt. Bei 18 cfDNA-Chimärismus-Wertepaaren von 18 Patienten konnte in 12 

(66,7 %) eine positive cfDNA-MRD trotz normwertigem Chimärismus beobachtet 

werden. Bei insgesamt vier dieser 12 Patienten (33,3 %) mit Mutationsnachweis trat im 

weiteren Verlauf ein Rezidiv auf. Bei den Patienten mit MRD-Negativität verblieben 6 

von 6 (100 %) im Beobachtungszeitraum rezidivfrei (siehe Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Progressionsfreies Überleben in Patienten mit normwertigem Chimärismus 
und positivem MRD-Nachweis (n = 12) vs. Patienten mit normwertigem Chimärismus und 
negativem MRD-Nachweis (n = 6).                  
Patienten mit Nachweis mindestens einer vorbekannten AML-spezifischen Mutation in dem 
cfDNA-Chimärismus-Wertepaar wurden als MRD-positiv gewertet (p = 0,1521; Log-Rank-Test). 

 

Somit war das PFS bei Patienten mit einem positiven MRD-Nachweis trotz 

normwertigem Chimärismus verkürzt. Ein Vergleich beider Überlebenskurven mittels 

Log-Rank-Test ergab dabei keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,1521). 

Diese Daten implizieren dennoch, dass der MRD-Nachweis in CR-cfDNA-Proben bei 

normwertigem Spenderchimärismus auch prognostisch relevant sein könnte.  

 

 

3.6 Mutationsanalyse in cfDNA bei Patienten ohne alloHSCT 
 
Vier Patienten, die in dieser Studie untersucht wurden, erhielten ausschließlich eine 

Chemotherapie, d.h. wurden im Verlauf ihrer Erkrankung nicht allogen 

stammzelltransplantiert. Bei diesen Patienten entfällt somit die Möglichkeit einer 

molekularbiologischen Velaufsbeobachtung mittels Chimärismusanalyse, sodass hier 

von einem gering invasiven Remissionsmonitoring anhand der Mutationslast in cfDNA 

umso mehr profitiert werden könnte. Von diesen Patienten waren insgesamt acht Proben 

(4 CR, 4 non-CR) entnommen worden. Der Nachweis mindestens einer vorbekannten 

Mutation gelang in jeweils 4 von 4 (100 %) der CR- und 4 von 4 (100 %) der non-CR-

Proben (siehe Tabelle 15).  

In 7 von 8 Proben (87,5 %) waren jeweils alle Mutationen nachweisbar (VAF [CR]: 0,26–

29,84 %; VAF [non-CR]: 8,46–100 %).  
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 Somit erlaubt die cfDNA-Analyse auch bei Patienten, die eine konsolidierende 

Chemotherapie erhalten, eine Quantifizierung der MRD.  
 
Tabelle 15: cfDNA-Status in CR- und non-CR-Proben bei Patienten ohne alloHSCT  

 cfDNA positiv cfDNA negativ Gesamt 

CR 4 0 4 

Non-CR 4 0 4 

Gesamt 8 0 8 

 

 

 

3.7 Klonale Evolution in cfDNA-Proben  
 

Wie in Kapitel 1.1.9 bereits erläutert wurde, kann eine im Rahmen einer AML-Erkrankung 

stattfindende klonale Evolution zur Entstehung eines Rezidivs beitragen. Bei insgesamt 

17 Patienten kam es im Beobachtungszeitraum zu einem Rezidiv oder zu einem 

Progress. Bei 10 dieser 17 (58,8 %) Patienten lag in zeitlicher Nähe zu einem Rezidiv 

(maximal 33 Tage davor beziehungsweise danach) oder im zeitlichen Zusammenhang 

zum Progress der Erkrankung eine cfDNA-Probe vor. Um zu untersuchen, ob nur 

vorbestehende Mutationen oder auch neu erworbene Mutationen im Sinne einer 

klonalen Evolution zur Entstehung eines Rezidivs beigetragen haben könnten, wurde 

der Mutationsstatus in cfDNA in Rezidivnähe mit dem bei ED vorliegenden 

Mutationsstatus in pB bzw. KM (Referenzlabor) verglichen. Bei ED lag median 1,5 

Mutationen (r = 1–4) vor. Bei den Patienten, bei denen eine cfDNA-Probe in Rezidivnähe 

vorlag, konnten median vier Mutationen in Rezidivnähe (r = 1–6) nachgewiesen werden 

(siehe Abbildung 15). Insgesamt wiesen 8 dieser 10 (80 %) Patienten in mindestens 

einer Probe eine zusätzliche, nicht vorbekannte Mutation auf, wobei die VAF zwischen 

0,08 % und 48,81 % lag. 

Jene cfDNA-Proben, die nach Eintritt des Rezidivs entnommen wurden, wurden nur 

miteinbezogen, wenn in der Zwischenzeit keine Chemotherapie bzw. keine andere 

Systemtherapie durchgeführt worden war.  
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Abbildung 15: Darstellung der Anzahl an Mutationen bei Erstdiagnose und Rezidiv bei 
allen Patienten mit einer cfDNA-Probe in zeitlicher Nähe zu einem Rezidiv (n = 10). 

 

Es bestand dabei eine signifikante positive Korrelation zwischen der Anzahl der 

Mutationen bei Erstdiagnose und im Rezidiv (r = 0,7541; p = 0,0194) (siehe Abbildung 

16). Weiterhin war die Anzahl der Mutationen im Rezidiv signifikant höher als bei 

Erstdiagnose (p = 0,0031) (siehe Abbildung 17).  

 

 

 
Abbildung 16: Korrelation zwischen der Anzahl an Mutationen bei Erstdiagnose und im 
Rezidiv (r = 0,7407; p = 0,0143; Pearson-Korrelationsanalyse). 
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Abbildung 17: Anzahl an Mutationen bei Erstdiagnose und im Rezidiv (p = 0,0031; 
gepaarter t-Test). 

 

Bei den Patienten, bei denen neue Mutationen in zeitlicher Nähe zu dem Rezidiv 

nachgewiesen werden konnten, lagen diese vor allem in den Genen CBL (2/8; 25,0 %) 

DNMT3A (2/8; 25,0 %) und TET2 (2/8; 25,0 %) vor (siehe Tabelle 16). Bei Patient 5 

konnte hingegen eine FLT3-ITD, die bei ED detektiert worden war, in Rezidivnähe nicht 

mehr nachgewiesen werden (siehe Tabelle 16).  

 

 

 
Tabelle 16: Darstellung aller Mutationen bei Rezidiv-Patienten, bei denen mindestens eine 
unbekannte Mutation in cfDNA in Rezidivnähe nachgewiesen werden konnte (n = 8).           
Die vorbekannten Mutationen (= nachgewiesen bei ED im KM) sind dick hinterlegt. 

Patient Gen c.DNA Protein VAF [%] * 
5 RUNX1 c.762C>G p.Tyr254Ter 13,74 
 IDH2 c.419G>A p.Arg140Gln 12,19 
 FLT3-

ITD 
  n.n. 

 DNMT3A c.2645G>A p.Arg882His 13,69 

 BCOR c.3487C>T p.Arg1163Ter 16,11 

 WT1 c.831C>A p.Cys277Ter 3,2 

11 JAK2 c.1849G>T p.Val617Phe 6,57 
 RUNX1 c.511G>A p.Asp171Asn 3,22 
 DNMT3A c.2645G>A p.Arg882His 8,01 

 TET2 c.5396dup p.Met1800AspfsTer6 4,92 

15 TP53 c.472C>T p.Arg248Trp 20,48 
 GATA2 c.925_929dup p.Gly312AlafsTer16 16,75 
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0

2

4

6

8

An
za

hl
 a

n 
M

ut
at

io
ne

n

✱✱



 

 71 

Patient Gen c.DNA Protein VAF [%] * 
16 IDH1 c.394C>T p.Arg132Cys 8,46 
 SRSF2 c.284C>T p.Pro95Leu 11,48 
 BRAF c.1803A>T p.Lys601Asn 5,33 

 TET2 c.2827C>T p.Gln943Ter 6,72 

17 DNMT3A c.1913C>G p.Ser638Cys 29,84 
 IDH2 c.419G>A p.Arg140Gln 31,06 
 NPM1 c.863_864ins 

CCTG 
p.Trp288CysfsTer12 22,83 

 NRAS ** c.38G>A p.Gly13Asp 0,08 

 CEBPA c.59del p.Leu20ArgfsTer21 6,99 

21 RUNX1 c.511G>A p.Asp171Asn 62,77 
 IDH1 *** c.394C>T p.Arg132Cys 47,85 

 SETBP1 c.2602G>A p.Asp868Asn 45,05 

 ASXL1 c.2061del p.Cys687Ter 48,81 

 CSF3R c.2221C>T p.Gln741Ter 46,03 

25 NPM1 c.860_863dup p.Trp288CysfsTer12 0,16 
 CBL c.1248T>G p.Cys416Trp 3,31 

28 DNMT3A c.2189G>A p.Arg730His 46,67 
 FLT3 c.1770_1793 p.Tyr597_Glu598ins

AspTyrValAspPheAr
gGluTyr 

37,27 

 IDH1 c.395G>A p.Arg132His 68,25 
 NPM1 c.860_863dup p.Trp288CysfsTer12 42,06 
 CBL c.1380_1382del p.Asp460del 2,73 

VAF = variant allele frequency (dt.: Allelfrequenz), n.n. = nicht nachweisbar. 
*: VAF in cfDNA-Probe in zeitlicher Nähe zu einem Rezidiv.  
**: Diese Mutation war in einem Rezidiv nach cfDNA-Entnahme extern im KM nachgewiesen 
worden.  
***: Diese Mutation war im Verlauf in einem externen Labor nachgewiesen worden.  
 

Diese Beobachtungen deuten an, dass die Verlaufsbeobachtung durch 

Mutationsanalyse in cfDNA auch dazu geeignet ist, biologische Veänderungen der 

Krankheit unter bzw. nach einer Therapie zu detektieren, was sowohl das Auftreten 

neuer Mutationen als auch die Eradikation bestimmter Klone einschließt. Ein Abgleich 

dieser Ergebnisse mit Referenzbefunden war allerdings nicht möglich, weil 

entsprechend dem klinikinternen Standard noch nicht regelhaft eine erneute 

umfassende NGS-Analyse zum Rezidivzeitpunkt erfolgte.   
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3.8 Longitudinale Verlaufsbeobachtung mittels cfDNA-Analyse 
 
In den bisherigen Analysen wurden die cfDNA-Proben im Einzelnen auf Mutations-

Positivität untersucht. Hierbei konnte bereits gezeigt werden, dass der MRD-Nachweis 

in cfDNA möglich ist. Ziel der folgenden Analyse war, zu überprüfen, ob die sequenzielle 

cfDNA-Analyse eine MRD-Positivität vor Eintritt eines hämatologischen Rezidivs oder 

eines Abfalls des Spenderchimärismus anzeigen und somit zur Detektion eines 

drohenen Rezidivs im Krankheitsverlauf beitragen kann. Dazu wurden die 

Krankheitsverläufe jener Patienten, bei denen mindestens eine cfDNA-Probe vor Eintritt 

eines Rezidivs entnommen worden war, mit Bezug auf die vorliegenden Zytologie- und 

gegebenenfalls Chimärismusbefunde analysiert. Exemplarisch werden im Folgenden 

die Krankheitsverläufe von insgesamt vier Patienten dargestellt, bei denen vor Eintritt 

eines Rezidivs zeitnah mindestens eine cfDNA-Probe entnommen worden war. Es 

handelt sich hierbei um drei Patienten, die eine alloHSCT als Konsolidierungstherapie 

erhielten, sowie einen Patienten, der mittels einer Hochdosischemotherapie als 

Konsolidierungstherapie behandelt worden war. Bei den Patienten lagen zudem 

unterschiedliche Mutationen vor, die bei Erstdiagnose diagnostiztiert worden waren. 

Zusätzlich wurde bei zwei Patienten (Abbildung 18 und 21) überprüft, ob sich im Rahmen 

der sequenziellen cfDNA-Analyse eine klonale Evolution nachweisen ließ, die 

gegebenenfalls zu der Entstehung des Rezidivs beigetragen haben könnte. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: Verlauf der Mutationslast AML-assoziierter Mutationen bei Patient 5.    
Nicht-vorbekannte Mutationen sind mit * gekennzeichnet. CTx = Chemotherapie. 

* * * 
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Bei Patient 5 (siehe Abbildung 18) waren bei der ED eine Mutation in RUNX1 und eine 

FLT3-ITD festgestellt worden. Es handelte sich um eine sAML nach einem MDS, in 

dessen Rahmen eine IDH2-Mutation identifiziert worden war. Nach dem Erreichen der 

CR waren alle Mutationen sowohl im pB als auch im KM bis zum Eintritt des Rezidivs 

nicht nachweisbar. 163 Tage nach Erreichen der CR erlitt die Patientin ein Rezidiv. In 

einer cfDNA-Probe, die 28 Tage vor dem zytomorphologischen Nachweis des Rezidivs 

(FACS: 10 % Blasten im KM) abgenommen wurde, konnten bereits zwei der drei 

vorbekannten Mutationen nachgewiesen werden (RUNX1 p.Tyr254Ter, 0,88 %; IDH2, 

p.Arg88Gln, 3,41 %). Hier lag bereits ein erniedrigter Spenderchimärismus von 54 % 

vor. Eine weitere cfDNA-Probe war in erneuter CR nach Rezidivchemotherapie und 23 

Tage vor der zweiten alloHSCT abgenommen worden. Hier konnten ebenfalls zwei der 

drei Mutationen nachgewiesen werden (RUNX1 0,48 %, IDH2 0,41 %). Die Patientin 

erlitt 113 Tage nach Entnahme dieser cfDNA-Probe und somit 90 Tage nach der zweiten 

alloHSCT ein erneutes Rezidiv. Die FLT3-ITD war in keiner cfDNA-Probe nachweisbar. 

Allerdings gelang ein Nachweis dieser nach ED nur noch in einer einzigen KM-Probe im 

ersten Rezidiv (Ratio: 0,223). Im pB war sie zu keinem Zeitpunkt detektierbar. Zusätzlich 

waren insgesamt drei neue Mutationen in den Genen DNMT3A, BCOR und WT1 

nachweisbar. Die Mutationslast der DNMT3A- und BCOR-Mutation in cfDNA stieg 

parallel zur RUNX1- und IDH2-Mutation im Rezidiv an und fiel unter Chemotherapie 

wieder ab. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich die Erkrankung im Verlauf 

hinsichtlich ihres Mutationsspektrums im Verlauf veränderte, wobei nur ein FLT3-ITD-

positiver Klon durch die Therapie vollständig zurückgedrängt wurde, während RUNX1- 

und IDH2-Klone wieder expandierten. Letztere erwarben offensichtlich zusätzliche 

Mutationen (DNMT3A, BCOR) hinzu. Darüber hinaus scheinen auch neue Subklone 

(WT1) enststanden zu sein. 
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Abbildung 19: Verlauf der Mutationslast AML-assoziierter Mutationen bei Patient 7.      

 
Bei Patient 7 (siehe Abbildung 19) war bei ED eine Mutation in TP53 nachgewiesen 

worden. 19 Tage nach erstmaliger zytomorphologischer Dokumentation einer CR 

(FACS: 0 % Blasten im KM) und 69 Tage nach alloHSCT erlitt die Patientin ein Rezidiv 

(Zytologie: 11 % Blasten im pB). Der letztmalig 57 Tage vor Rezidiv bestimmte 

Spenderchimärismus war mit 97 % normwertig gewesen. 33 Tage vor Eintritt des 

Rezidivs war jedoch eine cfDNA-Probe entnommen worden, in der die vorbekannte 

Mutation im Sinne einer MRD-Positivität nachgewiesen werden konnte (TP53 0,66 %) 

und somit gegebenenfalls bereits einen Hinweis auf ein drohendes Rezidiv bei zuletzt 

noch normwertigem Spenderchimärismus dargestellt haben könnte. 
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Abbildung 20: Verlauf der Mutationslast AML-assoziierter Mutationen bei Patient 10.  

 
Bei Patient 10 (siehe Abbildung 20) waren bei ED Mutationen in NRAS und TP53 

nachgewiesen worden. Der Patient erlitt 279 Tage nach alloHSCT ein Rezidiv in Form 

einer extramedullären Manifestation. 219 Tage vor Eintritt des Rezidivs war eine cfDNA-

Probe in CRi (6 Tage später 0 % Blasten im pB, 31 Tage später 1,8 % Blasten im KM) 

unter Therapie mit Decitabine entnommen worden, in der eine der beiden vorbekannten 

Mutationen nachgewiesen werden konnte (NRAS 0,94 %, TP53 0 %). In einer KM-

Probe, die 32 Tage nach Entnahme der cfDNA-Probe entnommen worden war, war die 

NRAS-Mutation nicht nachgewiesen worden. Der Spenderchimärismus war acht Tage 

vor Entnahme der cfDNA-Probe mit 95 % normwertig gewesen. In diesem Verlauf ist 

insbesondere von Bedeutung, dass die Mutation in cfDNA bereits nachweisbar war, 

während sie in einer zu einem späteren Zeitpunkt entnommenen KM-Probe nicht 

detektiert werden konnte. Dies unterstreicht den möglichen Nutzen der cfDNA-Analyse 

im Kontext extramedullärer AML-Manifestationen, bei denen sie einer alleinigen Analyse 

des Knochenmarks überlegen sein könnte. 
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Abbildung 21: Verlauf der Mutationslast AML-assoziierter Mutationen in cfDNA bei Patient 
17 unter Chemotherapie.              
Nicht vorbekannte Mutationen sind mit * gekennzeichnet. CTx = Chemotherapie. 

 
Bei Patient 17, der im Rahmen der Konsolidierung eine Chemotherapie erhielt, waren 

bei ED Mutationen in NPM1, DNMT3A und IDH2 festgestellt worden (siehe Abbildung 

21). Nach Erreichen der CR war sowohl im KM als auch im pB zu jeder Zeit die NPM1-

Mutation per qPCR detektierbar. 608 Tage nach Dokumentation der ersten CR erlitt der 

Patient ein Rezidiv (FACS: 30 % Blasten im KM). Bereits 91 bzw. 21 Tage vor der 

zytomorphologischen Diagnose des Rezidivs zeigte sich in den cfDNA-Proben ein 

Nachweis aller drei vorbekannten Mutationen (DNMT3A 10,15 % bzw. 29,84 %, IDH2 

11,33 % bzw. 13,06 %, NPM1 9,51 % bzw. 22,83 %). Zusätzlich konnte 21 Tage vor 

Eintritt des Rezidivs eine nicht-vorbekannte Mutation in NRAS (0,08 %) nachgewiesen 

werden. Die zum gleichen Zeitpunkt durchgeführte NPM1-qPCR (aus pB) ergab eine 

Ratio von 105,019. Eine zweite cfDNA-Probe wurde in CR nach Rezidivtherapie (25 

Tage vorher bzw. 9 Tage später 0 % Blasten im KM bzw. PB) abgenommen. Hier 

konnten ebenfalls alle drei vorbekannten Mutationen nachgewiesen werden (DNMT3A 

1,12 %, IDH2 0,59 %, NPM  0,26 %), die neue Mutation in NRAS war nicht nachweisbar. 

109 Tage nach Entnahme der zweiten cfDNA-Probe erlitt der Patient ein weiteres 

Rezidiv (FACS: 60 % Blasten im KM). Bei Eintritt des zweiten Rezidivs erfolgte eine 

erneute ausgedehnte molekulargenetische Diagnostik. Hierbei konnte die zuvor nicht 

berichtete, aber in den hier durchgeführten cfDNA-Analysen detektierte Mutation in 
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NRAS (c.38G>A; VAF = 12% in KM) sowie eine FLT3-ITD nachgewiesen werden. Die 

FLT3-ITD war zu keinem Zeitpunkt in der cfDNA detektierbar. 

Zusätzlich waren insgesamt zwei weitere nicht vorbekannte Mutationen in cfDNA 

nachweisbar. Dabei handelte es sich um Mutationen in den Genen NRAS und CEBPA. 

Alle diese Mutationen wiesen eine geringere VAF auf als die NPM1-, IDH2- und 

DNMT3A-Mutation, zeigten jedoch eine gewisse Dynamik der VAF im Verlauf. Eine 

Zuordnung dieser Mutationen zu einem seltenen Subklon dieser AML erscheint eine 

mögliche Erklärung für diese Beobachtung.  

 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Analysen, dass die sequenzielle MRD-

Bestimmung in cfDNA in der hier untersuchten Patientenkohorte bereits zu Zeitpunkten 

eine minimale Resterkrankung detektieren konnte, an denen die zytologischen sowie 

teilweise spenderchimärismusbasierten Verlaufskontrollen noch eine anhaltende 

Remission der Grunderkrankung anzeigten. Zudem erlaubte die cfDNA-Analyse die 

frühzeitige Detektion neuer, im Krankheitsverlauf hinzugekommenen Mutationen in den 

leukämischen Zellen.  
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4. Diskussion 
 

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Analyse von 75 cfDNA-Proben von insgesamt 29 

Patienten, die im Rahmen ihrer AML-Erkrankung in der Klinik für Hämatologie am UKGM 

Marburg behandelt wurden. Das Ziel dieser Pilotstudie war die Überprüfung der Eignung 

zellfreier DNA als Untersuchungsmaterial für das Monitoring der Erkrankung mittels 

NGS. Dazu wurden die Sensitivität der Methode, der Nachweis bekannter Mutationen 

im Sinne einer Verlaufsbeobachtung einschließlich MRD-Monitoring und der Nachweis 

unbekannter Mutationen im Sinne einer klonalen Evolution in der cfDNA evaluiert.  

 

 

4.1 cfDNA-Menge in peripherem Blut bei AML-Patienten 
 

Bei der NGS-Methodik scheint die verwendete cfDNA-Menge mit der Sequenzierleistung 

insofern zu korrelieren, dass ein erhöhter cfDNA-Input eine niedrigere untere 

Nachweisgrenze von Mutationen ermöglicht (Alborelli et al., 2019). Der Hersteller der in 

dieser Studie verwendeten Panels empfiehlt daher einen DNA-Input von mindestens 

10 ng für die Herstellung der Sequenzierbibliotheken. Die ermittelten cfDNA-Mengen der 

in dieser Studie analysierten Proben lagen bei 24 ng bis 5,2 µg. Somit konnte aus allen 

in dieser Studie verwendeten Proben eine ausreichende Menge an cfDNA isoliert 

werden, sodass diesbezüglich im Rahmen der technischen Voraussetzungen kein 

sensitivitätslimitierender Faktor vorlag.  

 

Bei den im Rahmen dieser Studie analysierten cfDNA-Proben zeigte sich kein statistisch 

signifikanter Unterschied der cfDNA-Menge in den CR- und den non-CR-Proben.  

Für andere hämatologische Erkrankungen, wie zum Beispiel aggressive Non-Hodgkin-

Lymphome, konnte bereits gezeigt werden, dass die cfDNA-Konzentration mit dem 

Tumorstadium korreliert (Hur et al., 2020). Für eine Kohorte von 19 Patienten mit 

verschiedenen hämatologischen Neoplasien, darunter acht Patienten mit AML, konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass bei ED und bei einem Rezidiv eine signifikant höhere 

cfDNA-Konzentration vorlag als in Remission (Nakamura et al., 2018). Unter der 

Annahme, dass eine höhere Tumorlast auch eine höhere Freisetzung von cfDNA 

bedeutet, ist bei der AML eine erhöhte cfDNA-Konzentration zu Zeitpunkten, zu denen 

sich der Patient nicht in Remission befindet, zu erwarten. Zwar zeigte sich in der hier 

vorliegenden Studie eine höhere mediane cfDNA-Menge in non-CR-Proben, es bestand 

jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der cfDNA-Menge in CR- und non-CR-
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Proben. Die non-CR-Proben wurden in der Regel zu Zeitpunkten entnommen, zu denen 

sich der Patient noch in einer Therapiephase befand oder bereits eine Rezidiv-

Chemotherapie initiiert wurde, jedoch noch keine Remissionskontrolle erfolgt war. Somit 

könnte zum Zeitpunkt der cfDNA-Entnahme bereits eine Reduktion der Tumorlast 

stattgefunden haben, die mit einer verminderten cfDNA-Freisetzung durch apoptotische 

Tumorzellen in das Blut einhergeht (Corcoran et Chabner, 2018). Insgesamt gibt die 

absolute cfDNA-Menge der in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Proben von 

AML-Patienten keinen verlässlichen Hinweis auf den Remissionsstatus. Dennoch 

konnten Nakamura und Kollegen beobachten, dass eine im Krankheitsverlauf 

zunehmende cfDNA-Menge mit einem höheren Rezidivrisiko einhergeht und somit eine 

prognostische Aussagekraft innehaben kann (Nakamura et al., 2019). Ob in der Studie 

von Nakamura und Kollegen spezifisch für die cfDNA-Asservierung entwickelte 

Probenröhrchen genutzt wurden, wird in dem Artikel nicht angegeben (Nakamura et al., 

2019). Bei der Verwendung von Probenröhrchen, die nicht spezifisch für die cfDNA-

Konservierung ausgelegt sind, könnte ein vermehrter Zerfall von Leukozyten zu falsch 

hohen „cfDNA“-Konzentrationen führen, was eine höhere cfDNA-Menge zu Zeitpunkten 

mit hoher Krankheitslast vortäuschen könnte. Da jedoch sowohl unsere Arbeit als auch 

die zitierte Studie kleine Probenserien umfassten, sind der fehlende bzw. erbrachte 

Nachweis einer statistischen Signifikanz hinsichlich unterscheidlicher cfDNA-Mengen 

bei AML-Patienten in CR vs. non-CR generell nur als nur wenig aussagekräftig zu 

betrachten.  

 

 

4.2 Sensitivität der cfDNA-Analyse mittels NGS 
 

Im Rahmen der hier vorgestellten Studie zeigte sich, dass ein Mutationsnachweis 

häufiger gelang, wenn eine ausreichende Sequenziertiefe vorlag, das heißt, wenn die 

vom Hersteller der verwendeten Panels empfohlene Mindestanzahl an Reads 

beziehungsweise an korrespondierenden DNA-Fragmenten im Rahmen des 

Sequenziervorgangs generiert werden konnte. So konnte in 70,3 % aller CR-Proben, bei 

denen die Mindestanzahl an Reads erreicht wurde, mindestens eine bekannte Mutation 

nachgewiesen werden.  

 

Obwohl die Belegung der Flowcell so geplant wurde, dass theoretisch für alle Proben 

die für das jeweilige Panel empfohlene Sequenziertiefe (Core AML-Panel: 750 000 

Reads, Core Myeloid-Panel: 3 Mio. Reads) erreicht werden konnte, lag in circa einem 
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Drittel aller Proben eine nicht ausreichend hohe Sequenziertiefe vor, sodass hier von 

einer unzureichenden technischen Sensitivität ausgegangen werden muss. Die 

tatsächlichen Imbalancen in der Readverteilung auf einzelne Proben auf der Flowcell 

sind am ehesten durch eine nicht exake Quantifizierung zu erklären, die jedoch in 

unserem Labor nicht mehr weiter optimiert werden kann, da bereits eine qPCR als 

sensitiviste Quantifizierungsmethode verwendet wurde. Um eine ausreichende 

Radanzahl für alle Proben zu erreichen, wäre es denkbar, die Flowcell jeweils nicht voll 

zu belegen und somit „Pufferkapazitäten“ zum Ausgleich unterschiedlicher 

Probenmengen vorzuhalten.  

In den non-CR-Proben, bei denen die Mutationen erwartungsgemäß eine höhere 

Mutationslast aufweisen, konnte ein Mutationsnachweis auch bei verringerter Read-

Anzahl gewährleistet werden. Neben der gesamten Read-Anzahl, mit der eine Probe 

sequenziert wurde, ist für die Sensitivität auch die mutationsspezifische Sequenziertiefe 

ausschlaggebend. Diese besagt, wie häufig das einzelne Nukleotid sequenziert wurde, 

das von einer Mutation betroffen ist. Anhand der jeweiligen durchschnittlichen Depth 

konnte ermittelt werden, dass 98 % der bekannten Mutationen mit einer 

durchschnittlichen Sensitivität von mindestens 0,01 (= 10-2) analysiert wurden, wobei 

eine höhere mutationsspezifische Read-Anzahl mit einer niedrigeren nachweisbaren 

VAF korrelierte. Short und Kollegen beschrieben bei ihrer NGS-basierten cfDNA-

Analyse von CR-Proben von AML-Patienten eine Sensitivität von 3 % in Hotspot-

Regionen und 5 % in non-Hotspot-Regionen (Short et al., 2020). Somit zeigte unser 

Ansatz eine ausreichende Sensitivität für den Nachweis vorbekannter Mutationen im 

MRD-Bereich, obwohl grundsätzlich keine größere Sequenziertiefe angestrebt wurde als 

vom Hersteller für das primär für die Analyse von zellulärer DNA (aus pB oder KM) 

ausgelegte Panel empfohlen wurde. In Studien, in denen andere molekulare 

Quantifizierungsmethoden wie PCR-basierte Methoden zur cfDNA-Analyse 

herangezogen wurde, konnten Schwellenwerte von bis zu 0,04% erreicht werden 

(Nakamura et al., 2019). Bezüglich der Probenqualität, die primär mittels der Anzahl an 

Average Unique Start Sites per GSP2 bewertet wurde, konnte gezeigt werden, dass bei 

der Mehrzahl der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Proben eine 

ausreichende Anzahl an einzigartigen DNA-Fragmenten für eine sensitive 

Mutationsanalyse generiert werden konnte. Lediglich bei den acht Proben, bei denen 

das VariantPlex-Core-AML-Panel zur Erstellung der Sequenzierbibliotheken genutzt 

worden war, konnte der Schwellenwert von 50 Average Unique Start Sites per GSP2 für 

die meisten Proben nicht erreicht werden. Daher ist davon auszugehen, dass bei 

Verwendung dieses Panels eine unzureichende Komplexität der generierten 

Sequenzierbibliotheken vorlag. Ob dies als systematische Schwäche des Panels zu 
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deuten ist, das eine sehr deutlich geringere Anzahl an Zielregionen einschloss als 

andere Panels, mit denen in unserem Labor umfangreichere Erfahrungen bestanden 

(Variant Plex Solid Tumor Panel mit 67 Genen, Core Myeloid Panel mit 37 Genen) kann 

nicht abschließend geklärt werden, da das Panel nur kurzzeitig vertrieben wurde und wir 

daher keine ausführlichere technische Evaluation vornahmen, sondern auf das Core 

MyeloidPanel umstellten.  

 

Insgesamt entspricht die in dieser Studie erreichte Sensitivität den Angaben in der 

Literatur, in der für das NGS im Kontext der MRD-Bestimmung eine variable Sensitivität 

von 10-2 bis 10-6 angegeben wird (Short und Ravandi, 2019).  

 

 

4.3 Mutationsnachweis in der cfDNA 
 

Im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ein MRD-Nachweis in 58,2 % 

aller Proben, die in einer hämatologischen CR entnommen wurden, möglich war. Dies 

deckt sich mit den Ergebnissen von Short und Kollegen (2020) und Nakamura und 

Kollegen (2019), die ebenfalls eine MRD-Positivität in cfDNA-Proben in hämatologischer 

Remission nachweisen konnten (Short et al., 2020; Nakamura et al., 2019). Somit 

bestätigen die hier vorliegenden Ergebnisse, dass die MRD-Analyse in cfDNA prinzipiell 

eine sensitivere Remissionsbeurteilung erlaubt als die Remissionsbeurteilung nach 

morphologischen Kriterien. Bei den in dieser Studie nachweisbaren Mutationen in CR 

handelt es sich vor allem um CHIP-Mutationen in epigenetischen Regulatorgenen wie 

ASXL1, DNMT3A, IDH1, IDH2 und TET2. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen 

mehrerer Studien, die sich mit dem MRD-Nachweis in CR in genomischer DNA 

auseinandergesetzt haben und zeigen konnten, dass vor allem Mutationen in den Genen 

ASXL1, DNMT3A und TET2 in bis zu 51,6 % beziehungsweise 78,7 % und 56 % der 

Proben in Remission nachweisbar waren (Jongen-Lavrencic et al., 2018; Rothenberg-

Thurley et al., 2018). Der prognostische Einfluss des Nachweises solcher Mutationen ist 

noch nicht abschließend geklärt und es sind ambivalente Angaben dazu in der Literatur 

zu finden (Kim et al., 2021; Jongen-Lavrencic et al., 2018). Zusätzlich konnten in 

insgesamt 20 % aller CR-Proben von Patienten mit einer NPM1-mutierten AML eine 

NPM1-Positivität nachgewiesen werden. Dies ist insofern von Bedeutung, als 

Mutationen in NPM1 als stabiler MRD-Marker gelten (Ivey et al., 2016) und der Nachweis 

in einer hämatologischen CR mit einem erhöhten Rezidivrisiko einhergeht (Cocciardi et 

al., 2019). Damit konnte in der vorliegenden Arbeit eine NPM1-Mutation in CR etwas 
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häufiger als in anderen Studien nachgewiesen werden, die Häufigkeiten von bis zu 15 % 

in genomischer DNA in CR angeben (Ivey et al., 2016; Rothenberg-Turley et al., 2018; 

Jongen-Lavrencic et al., 2018). Bei allen Patienten mit Nachweis einer NPM1-Mutation 

in cfDNA, bei denen ein Rezidiv eintrat, konnte die bekannte NPM1-Mutation im 

Rezidivklon durch ein externes Referenzlabor erneut nachgewiesen werden. Dies 

spricht dafür, dass die NPM1-Mutation auch für die MRD-Analyse in der cfDNA prinzipiell 

einen stabilen Marker darstellt. Die Ergebnisse der Auswertung der Nachweisbarkeit von 

NPM1-Mutationen in der cfDNA mittels NGS zeigen jedoch auch, dass die in dieser 

Studie verwendete Methodik bezüglich der Sensitivität dem NPM1-Mutationsnachweis 

mittels qPCR unterlegen ist. Dies gilt insbesondere im Vergleich mit dem Nachweis 

mittels qPCR im pB. Pettersson und Kollegen zeigten in einer im Jahr 2020 

veröffentlichten Studie ebenfalls, dass qPCR-basierte Verfahren bei der Detektion von 

NPM1-Mutationen eine höhere Sensitivität bei dennoch hoher Korrelation der 

Ergebnisse aufweisen (Pettersson et al., 2020). Ein möglicher Erklärungsansatz wird 

von den Autoren darin gesehen, dass bei qPCR-basierten Verfahren ein höherer DNA-

Input notwendig ist (Pettersson et al., 2020). Da die cfDNA physiologisch in geringen 

Konzentrationen vorliegt, könnte es sich auch in der in dieser Arbeit vorliegenden 

Untersuchung dabei um einen limitierenden Faktor bei der Detektion von NPM1-

Mutationen in CR handeln. Um diesen Sachverhalt genauer zu untersuchen, müssten 

systematische Analysen mit mehr DNA-Input und höherer Sequenziertiefe mit der 

Fragestellung, ob durch diese Maßnahmen eine Sensitivitätsverbesserung der NPM1-

Detektion erreicht werden kann, durchgeführt werden.  

 

Bezüglich des in der cfDNA detektierbaren Mutationsspektrums ließen sich bei einem 

Teil der cfDNA-Proben nur ein Teil der bekannten Mutationen nachweisen. Dabei 

handelte es sich bei fast der Hälfte der Proben bei den nicht auffindbaren Mutationen 

um jene, die bei ED die geringste Allelfrequenz aufgewiesen hatten.   

 

Eine mögliche Ursache könnte darin bestehen, dass die verschiedenen Klone 

unterschiedlich effektiv durch die Therapie eliminiert wurden. Somit könnte die cfDNA-

Analyse auch dazu geeignet sein, das Therapieansprechen verschiedener Klone 

differenziert zu beurteilen, was mit dem Aufkommen weiterer molekular zielgerichteter 

Therapieansätze zukünftig auch für den klinischen Alltag relevant sein könnte. Allerdings 

lässt sich aufgrund der in Kapitel 4.2 diskutierten Limitationen bezüglich der Sensitivität 

nicht ausschließen, dass der mangelnde Nachweis einzelner Mutationen auch durch 

eine suboptimale Sensitivität bedingt sein könnte. Dies könnte beispielsweise bei der 

Detektion von FLT3-ITDs eine Rolle spielen. So gelten FLT3-ITDs als schwieriges 
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Target für eine NGS-basierte Analyse, da es aufgrund ihrer Länge und der heterogenen 

Anzahl an betroffenen Basenpaaren zu Fehlern beim Basenalignment kommen kann 

(Au et al., 2016; Tsai et al., 2020). Die Analyse von FLT3-ITDs mittels Genpanels 

erfordert daher spezielle bioinformatische Algorithmen, die nicht für alle Panels 

angeboten werden und gegebenenfalls manuell integriert werden müssen. Bei einem 

Patienten (siehe Abbildung 14) mit einer FLT3-ITD konnte diese sowohl bei ED als auch 

im Rezidiv in den jeweils entnommenen cfDNA-Proben nicht nachgewiesen werden, 

obwohl zumindest bei der ED ein Referenzbefund vorlag, in dem die FLT3-ITD detektiert 

worden war. Der Verlust einer FLT3-ITD im Rahmen eines Rezidivs wurde zwar in einer 

Studie von Greif und Kollegen beschrieben, in der bei insgesamt 57 % aller Patienten 

mit einer CN-AML eine bei der ED detektierte FLT3-ITD im Rezidivklon nicht mehr 

nachweisbar war (Greif et al., 2018). Dennoch sollte auch in Betracht gezogen werden, 

dass die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Methodik eine eingeschränkte 

„bioinformatische Sensitivität“ für die Detektion von FLT3-ITDs aufweist. In der Literatur 

wurde für das Archer-Core-Myeloid-Panel eine Detektion von FLT3-ITDs mit einer VAF 

< 0,5 % beschrieben, wobei dies im Rahmen einer technischen Sensitivitätsanalyse 

mittels Titrationskurven unter optimierten Bedingungen im Sinne eines erhöhten DNA-

Inputs beobachtet worden war (Johnson et al., 2019). In einer anderen Studie konnte 

ebenfalls ein Sensitivitätsanstieg bei der NGS-basierten FLT3-ITD-Detektion bei 

erhöhtem DNA-Input beobachtet werden (Blätte et al., 2019). Daher gilt auch hier, dass 

ein erhöhter DNA-Input und eine Erhöhung der Read-Anzahl gegebenenfalls zu einer 

Verbesserung der Sensitivität für die FLT3-ITD-Detektion beitragen könnten.  

 

Die Auswertungen der cfDNA-Proben zur Verlaufskontrolle bei AML-Patienten nach 

einer allogenen Stammzelltransplantation ergaben bei 66,7 % der Proben, bei denen 

zum Entnahmezeitpunkt kein Rezidivverdacht im Sinne eines verminderten 

Spenderchimärismus von < 90 % vorlag, den Nachweis bekannter Mutationen im Sinne 

einer MRD-Persistenz. Zusätzlich war das rezidivfreie Überleben bei Patienten, die zu 

mindestens einem Zeitpunkt eine nachweisbare MRD trotz normwertigem Chimärismus 

aufwiesen, im Gegensatz zu Patienten mit negativem MRD-Nachweis verkürzt. Dass der 

Nachweis einer MRD in CR nach alloHSCT prognostisch ungünstig ist, konnte bereits 

wiederholt aufgezeigt werden, sodass die regelmäßige MRD-Bestimmung einen großen 

Stellenwert in der Nachsorge hat (Döhner et al., 2017; Döhner et al., 2022). Auch in einer 

cfDNA-basierten Studie konnte bereits gezeigt werden, dass der Nachweis einer MRD 

in der cfDNA nach einer alloHSCT mit einem verkürzten rezidivfreien Überleben 

einhergeht (Nakamura et al., 2019). In der Studie von Nakamura und Kollegen war diese 

Analyse jedoch in Unabhängigkeit vom Spenderchimärismus vorgenommen worden. 
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Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Auswertung darauf hin, dass die cfDNA-

Analyse eine sensitivere Remissionsbeurteilung erlaubt als die Bestimmung des 

Spenderchimärismus und gegebenenfalls auch zur prognostischen Einschätzung 

genutzt werden kann. Um dies weiter zu evaluieren, müssten Studien mit größeren 

Patientenkohorten durchgeführt werden, in denen auf eine streng parallele Entnahme 

von cfDNA- und pB-proben geachtet werden sollte. Hierbei könnte auch der 

prognostische Einfluss im Kontext verschiedener Krankheitskonstellationen evaluiert 

werden, wie beispielsweise in Abhängigkeit der Risikostratifizierung (günstig, 

intermediär, ungünstig) oder der Spendereigenschaften (verwandt/unverwandt bzw. 

HLA-ident/-different). Zudem sollte eine Unterscheidung zwischen Gesamt- und CD34-

sortiertem Chimärismus vorgenommen werden. Sollte sich die Beobachtung, dass die 

MRD-Positivität in cfDNA nach alloHSCT prognostisch relevant ist, in solchen Studien 

reproduzieren lassen, könnte die Bestimmung der Resterkrankung mittels cfDNA-

Analyse im klinischen Alltag beispielsweise genutzt werden, um 

Erhaltungstherapiekonzepte zu erarbeiten oder das Ausschleichen der 

Immunsuppression bei Zunahme der Resterkrankung zu steuern. 

Es konnte inzwischen auch vielfach belegt werden, dass der mittels 

durchflusszytometrischer Verfahren bestimmte MRD-Status zu verschiedenen 

Zeitpunkten im Therapieverlauf, beispielsweise auch vor einer alloHSCT ebenfalls einen 

bedeutsamen prognostischen Parameter darstellt (Klyuchnikov et al., 2021, Ganzel et 

al., 2022). Bei den Patienten, die in der hier beschriebenen Studie analysiert wurden, 

erfolgte nur bei wenigen (n = 6) eine cfDNA-Entnahme in CR vor Durchführung der 

Transplantation. Daher wurden im Rahmen dieser Studie keine Auswertungen zur 

Evaluation der prognostischen Aussagekraft der MRD-Positivität in cfDNA vor alloHSCT 

durchgeführt. Auch dies sollte in größer angelegten Studien evaluiert werden.  

In der Patientenkohorte, die in der hier vorliegenden Arbeit analysiert wurde, erhielten 

insgesamt vier Patienten im Krankheitsverlauf nur Chemotherapien und keine alloHSCT. 

Auch Verläufe dieser Patienten, die in der Routine überwiegend mittels morphologischer 

Kriterien und – falls vorhanden – mit einem molekulargenetischen Marker überwacht 

wurden, konnten durch die serielle cfDNA-Analyse dem hämatologischen Verlauf 

entsprechend abgebildet werden.  

 

Bei insgesamt acht Patienten, bei denen eine cfDNA-Probe in zeitlicher Nähe zu einem 

Rezidiv entnommen worden war, konnte mindestens eine neue Mutation in einer dieser 

cfDNA-Proben nachgewiesen werden.  Bei nahezu allen dieser Patienten, waren die von 

der ED bekannten Mutationen wieder vollständig nachweisbar. Daher ist davon 

auszugehen, dass das Rezidiv jeweils auf einer erneuten Expansion des bei der ED 
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detektierten leukämischen Klons beruhte, der bei einigen Patienten im 

Erkrankungsverlauf weitere somatische Mutationen erworben hat. Somit handelte es 

sich bei diesen Patienten am ehesten um eine lineare klonale Evolution (Vosberg et 

Greif, 2019). Short und Kollegen konnten in einer im Jahr 2020 veröffentlichten Studie 

bereits aufzeigen, dass neue, in cfDNA nachweisbare, Mutationen zu der Expansion 

eines Rezidivklons beitragen können (Short et al., 2020). Somit unterstützen die 

Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit die Erkenntnis, dass die cfDNA zur Detektion 

einer klonalen Evolution geeignet ist.  

 

 

4.4  Limitationen und methodische Einschränkungen  
 

Die Studie, die dieser Dissertation zugrunde liegt, bringt mehrere Limitationen mit sich. 

Das in dieser Studie untersuchte Probenkollektiv ist mit 75 Proben von insgesamt 29 

Patienten klein. Aus diesem Grund handelt es sich dabei am ehesten um eine 

Untersuchung im Sinne einer Pilotstudie. Zwar ist mit den Ergebnissen dieser Studie ein 

‚Proof of Principle‘ möglich, dennoch sollten größer angelegte prospektive Studien 

durchgeführt werden, um eine bessere Vergleichbarkeit der Studienergebnisse und eine 

Integration der Ergebnisse in den klinischen Ablauf zu gewährleisten. Dabei wäre es 

auch von Bedeutung, die Zeitpunkte der cfDNA-Probenentnahme zu standardisieren. 

Dies war im Rahmen der hier durchgeführten, technisch orientierten Studie nicht der 

Fall, wodurch einige Analysen erschwert wurden. Geeignete Zeitpunkte für eine cfDNA-

Probenentnahme könnten zum Beispiel zum Zeitpunkt der ED, nach der 

Induktionstherapie, nach der Konsolidierungstherapie (alloHSCT oder Chemotherapie) 

und bei Eintritt eines Rezidivs sein. Zur cfDNA-Analyse in Remission nach der alloHSCT 

oder konsolidierenden Chemotherapie könnte sich an den laut den entsprechenden 

Leitlinien empfohlenen Nachsorge-Intervallen orientiert werden. Diese empfehlen eine 

Blutbildkontrolle alle vier bis sechs Wochen innerhalb der ersten zwei Jahre und alle drei 

bis sechs Monate in den Jahren 3 bis 5 nach der alloHSCT (Röllig et al., 2021; Döhner 

et al., 2022). Im Rahmen der dafür ohnehin notwendigen peripheren Blutentnahmen 

könnten somit cfDNA-Proben entnommen werden. Um dies zu gewährleisten, wäre es 

sinnvoll, die Probenentnahme jedoch ebenfalls im Rahmen einer prospektiven, über eine 

Studienzentrale verwaltete Studie zu organisieren. 

 

Bei den Mutationen, die mittels NGS-Analyse in cfDNA nachgewiesen wurden, handelte 

es sich beim Großteil der Auswertungen um Mutationen, die aus der Routinediagnostik 
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(pB- und KM-Untersuchungen) vorbekannt waren. Daher wurde der Nachweis dieser 

Mutationen in mindestens einem Read als ausreichend erachtet, sodass auch 

Mutationen mit geringen Allelfrequenzen nachgewiesen werden konnten. Ein Nachteil 

dieser Vorgehensweise ist, dass es erschwert wird, falsch-positive Ergebnisse durch 

Sequenzierfehler von einem Nachweis einer tatsächlich vorliegenden Mutation mit einer 

geringen Allelfrequenz zu differenzieren (Singh, 2020). Mögliche Ansätze zur 

Validierung der nachgewiesenen Mutationen wären zum Beispiel die komplementäre 

Durchführung von Vergleichsuntersuchungen. Dies wurde in dieser Studie zumindest 

teilweise dadurch berücksichtigt, dass die Patienten regelmäßig molekulargenetische 

Verlaufsuntersuchungen durch ein externes Labor erhielten, im Rahmen dessen die 

NGS-basierte Analyse von DNA aus peripheren Blutzellen durchgeführt wurde. Dennoch 

sollte hierbei beachtet werden, dass externe Labore in der Regel, d.h. wenn nicht explizit 

eine MRD-Diagnostik angefordert wurde, nur solche Mutationen melden, die eine VAF 

von mindestens 5 % aufweisen, sodass eine direkte Vergleichbarkeit v.a. bei Mutationen 

mit einer geringeren VAF nicht gegeben ist. Ein gezielter Abgleich mit den Ergebnissen 

des Referenzlabors hätte einen Einblick in die Rohdaten erfordert, der im Rahmen dieser 

explorativen Pilotstudie nicht angefragt wurde. Dies war insbesondere bei der 

Fragestellung nach neuen Mutationen in cfDNA zum Rezidivzeitpunkt von Bedeutung, 

da hier nur bei einem geringen Teil der Proben überhaupt Referenzproben aus dem 

externen Labor vorlagen. Um „falsch positive“ Befunde aus der Betrachtung nach 

Möglichkeit auszuschließen, wurden hier nur Mutationen mit einbezogen, die bei den 

entsprechenden Patienten in Vor-Rezidiv-Proben nicht in cfDNA vorhanden waren und 

basierend auf der im Methodenteil beschriebenen Vorgehensweise als wahrscheinlich 

pathogen oder pathogen klassifiziert wurden (insbesondere bei geringer VAF ist die 

Unterscheidung von Artefakten mitunter schwierig).  

Für künftige Studien könnte man für jene unbekannten Mutationen, die laut NGS-

Analyse eine VAF von < 5 % aufweisen, weitere Analysen zur Validierung dieser 

Mutationen einführen. Dafür könnte man zum Beispiel auf qPCR-basierte Ansätze 

zurückgreifen, wobei hier der Mehraufwand durch die Notwendigkeit Mutations-

spezifischer assays beachtet werden muss.   
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4.5 Fazit und Ausblick 
 

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Evaluation der Eignung der cfDNA als 

Untersuchungsmaterial für ein MRD-Monitoring mittels NGS bei Patienten mit AML.  

Die Ergebnisse der Auswertungen zeigen, dass die cfDNA prinzipiell als 

Untersuchungsmaterial für ein MRD-Monitoring bei Patienten mit AML geeignet ist.  

Zudem sind die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit gut mit vorherigen Studien 

vereinbar, die eine MRD-Bestimmung in cfDNA-Proben von Patienten mit AML 

vornahmen. Insbesondere finden sich sowohl in der hier beschriebenen eigenen 

Pilotstudie als auch in der Literatur deutliche Hinweise auf eine ungünstige 

prognostische Bedeutung eines Mutationsnachweises in cFNDA bei Vorliegen einer 

hämatologischen CR.  Weiterhin konnten wir, ähnlich wie andere Autoren, feststellen, 

dass die Analyse von cfDNA neue Mutationen im Sinne einer klonalen Evolution 

nachweisen kann (Short et al., 2020). Für Mutationen, für die etablierte und validierte 

qPCR-Assays zur Verfügung stehen, z.B. die NPM1-Mutation, ist die qPCR-basierte 

Methode auf Grund einer höheren Sensitivität und der sehr gut belegten prognostischen 

Bedeutung akutell noch die zu bevorzugende Methode gegenüber einer NGS-basierten 

MRD-Bestimmung in cfDNA.  

 

Insbesondere die prognostische Relevanz und sich daraus ergebende Konsequenzen 

hinsichtlich der Therapiesteuerung sollte in größer angelegten Studien weiter untersucht 

werden. Für die Patienten ist dabei insbesondere von Bedeutung, dass die cfDNA die 

Möglichkeit eines wenig invasiven Monitorings bildet. Um diesen Patientenvorteil in 

nachfolgenden prospektiven Studien zu berücksichtigen, sollten solche Methoden 

vorzugsweise als Referenzuntersuchungen genutzt werden, bei denen die 

prognostische Aussagekraft von pB als Untersuchungsmaterial bereits nachgewiesen 

werden konnte. Dies gilt beispielsweise für durchflusszytometrische Ansätze wie dem 

Nachweis leukämieassoziierter Phänotypen (LAIPs) im pB (Zeiljemaker et al., 2016, 

Godwin et al., 2021). Auch ein direkter Vergleich von Mutationsanalysen in cfDNA und 

peripherer Blutzell-DNA erscheint sinnvoll, da beide Proben auf die gleiche Weise 

entnommen und analysiert werden können, sodass hier ein klarer Schwerpunkt auf die 

erreichbare technische Sensititivität und die jeweilige prgnostische Aussagekraft jedes 

Sensitivitätsniveaus gelegt werden kann. Zusätzlich sollten Unterschiede des 

Mutationsspektrums von cfDNA und Knochenmark weiter aufgeklärt werden. Short und 

Kollegen konnten bereits zeigen, dass im Vergleich des Mutationsnachweises zwischen 

KM und cfDNA nur 49 % der nachgewiesenen Mutationen jeweils in beiden Materialien 

detektiert werden konnten (Short et al., 2020). Bei den in beiden Materialien detektierten 
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Mutationen lag dabei eine höhere VAF vor (Short et al., 2020). Dennoch war auch 

ersichtlich, dass kleine subklonale Zellpopulationen übersehen werden könnten, sofern 

die cfDNA als alleiniges Probenmaterial herangezogen wird (Short et al., 2020). Die 

Bedeutung kleiner, nur im KM detektierbarer Subklone im Vergleich zu den dominanten 

Leukämieklonen zur Verbesserung der Vorhersage eines Rezidivs sollte dabei ebenfalls 

herausgearbeitet werden, um zu entscheiden, ob KM tatsächlich das Probenmaterial mit 

der höchsten klinischen Relevanz darstellt.  Unabhängig von möglichen technischen und 

klinischen Unterschieden zwischen cfDNA und KM bzw. pB sollte die Möglichkeit zur 

Detektion aleukämischer Verläufe durch Liquid Biopsies weiter evaluiert werden. 

Die theoretischen und praktischen Vorteile und Limitationen der cfDNA-Analyse, die sich 

aus dieser Studie und der aktuellen Literatur ergeben, weisen zusammengefasst darauf 

hin, dass Liquid Biopsies bei der Verlaufbeobachtung der AML in Zukunft eher eine 

Ergänzung zu als einen Ersatz von invasiveren Untersuchungen, d.h. KM-Punktionen 

darstellen werden.   
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5. Zusammenfassung 
 

Zusammenfassung. Die Analyse der MRD hat bei der AML in den letzten Jahren 

zunehmend an Bedeutung gewonnen. Unter einem MRD-Nachweis wird der Nachweis 

residueller leukämischer Zellen unter der mikroskopischen Nachweisgrenze von 5 % 

verstanden. Der Nachweis einer solchen MRD hat sich in mehreren Studien als 

prognostisch bedeutsam herausgestellt, sodass die MRD-Quantifizierung vermehrt in 

die Therapieplanung bei Patienten mit einer AML einbezogen wird. Der Nachweis erfolgt 

in der Regel mittels hochsensitiver molekularbiologischer Verfahren wie beispielsweise 

qPCR oder NGS. Der Vorteil des NGS besteht primär darin, dass das NGS ohne 

mutationsspezifische Reagenzien auskommt und somit eine simultane sowie schnelle 

Analyse multipler Gene ermöglicht. Die Grundlage für eine NGS-basierte MRD-Analyse 

bildet der Nachweis mindestens einer AML-assoziierten Mutation, die hinsichtlich des 

Verlaufs ihrer Mutationslast nachverfolgt werden kann. Neben der genomischen DNA 

aus leukämischen Zellen kommt dabei auch die im Blutplasma zirkulierende cfDNA 

infrage (Liquid Biopsy). Der Vorteil der cfDNA als Probenmaterial, insbesondere aus 

Patientensicht, besteht darin, dass die cfDNA über eine gering invasive periphere 

Blutentnahme entnommen werden kann, während die Knochenmarkpunktion einen 

meist schmerzhaften und risikoreicheren Eingriff darstellt. Da die cfDNA den 

leukämischen Zellen im Knochenmark (oder aus extramedullären Manifestationen) 

direkt entstammt, stellt sie dabei das gesamte molekulargenetische Profil der AML-

Erkrankung dar.  

Im Rahmen dieser Studie sollte überprüft werden, ob sich die cfDNA als minimal-invasiv 

gewonnenes Probenmaterial für ein MRD-Monitoring mittels NGS eignet und den 

Nachweis AML-assoziierter Mutationen ermöglicht.  

Dazu wurden insgesamt 75 cfDNA-Proben von 29 an AML erkrankten Patienten, die am 

UKGM Marburg behandelt wurden, entnommen und analysiert. Die Analyse erfolgte 

mittels eines Targeted-Sequencing-Ansatzes auf Basis von zwei kommerziell 

erhältlichen Multi-Gen-Panels, die 10 bzw. 37 Hotspot-Regionen in AML-assoziierten 

Genen abdeckten (VariantPlex-Core-AML oder Core-Myeloid, Archer Dx). Das 

Mutationsspektrum in den cfDNA-Proben wurde mit den Ergebnissen der 

molekularbiologischen Untersuchungen, die im Rahmen der Routinediagnostik in einem 

externen Referenzlabor durchgeführt wurden, verglichen. Es konnte aus allen Proben 

ausreichend cfDNA für eine molekularbiologische Analyse isoliert werden, wobei sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen CR- und non-CR-Proben ergaben. Bei 

insgesamt 48 von 75 (64 %) der Proben konnte die vom Hersteller empfohlene Read-
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Anzahl (Core AML: 750 000; Core Myeloid: 3 Mio.) erreicht werden. Die Sensitivität stieg 

dabei mit zunehmender Read-Anzahl sowie mutationsspezifischer Sequenziertiefe. So 

konnte in 70,3 % der CR-Proben mit ausreichender Read-Anzahl, jedoch nur in 33,3 % 

der CR-Proben mit niedriger Read-Anzahl eine MRD-Positivität detektiert werden. Bei 

non-CR-Proben, bei denen die Mutationslast erwartungsgemäß höher ist, konnte auch 

bei niedriger Read-Anzahl in allen Proben eine MRD-Positivität nachgewiesen werden. 

Die Analyse der cfDNA ermöglichte den Nachweis mindestens einer bekannten Mutation 

in 32 von 55 (58,2 %; VAF: 0,08–78,04 %) aller cfDNA-Proben, die zu Zeitpunkten 

entnommen wurden, zu denen sich die Patienten nach einer alloHSCT oder nach einer 

Chemotherapie in einer hämatologischen CR befanden. Bei Patienten nach der 

alloHSCT (n = 25) konnte eine MRD-Positivität in 16 von 29 (55,1 %; VAF: 0,08–6,7 %) 

Proben, die zu Zeitpunkten mit normwertigem Spenderchimärismus (> 90 %) 

entnommen wurden, und in 6 von 6 (100 %; VAF: 0,88–63,77 %) cfDNA-Proben zu 

Zeitpunkten mit niedrigem Spenderchimärismus nachgewiesen werden. Dabei zeigte 

sich auch, dass der Nachweis einer MRD mit einem verkürzten PFS im Vergleich zu 

Patienten mit einer MRD-Negativität einherging. Bei Patienten, die nur eine 

Chemotherapie als konsolidierende Therapie erhalten hatten, gelang ein MRD-

Nachweis in 4 von 4 (100 %) der CR-Proben (VAF: 0,3–29,84 %) und in 4 von 4 (100 %; 

VAF: 8,46–100 %) der non-CR-Proben. Hierbei zeigte sich ein statistisch signifikanter 

Zusammenhang zwischen der VAF in cfDNA und der VAF in Referenzproben aus pB 

bzw. KM (r = 0,8231, p = <0,0001 bzw. r = 0,9370, p = <0,0001). Zusätzlich zu den 

bekannten Mutationen ließen sich bei insgesamt acht Patienten mit einem Rezidiv im 

Beobachtungszeitraum nicht vorbeschriebene Mutationen nachweisen, die 

gegebenenfalls Ausdruck einer klonalen Evolution im Rahmen eines Rezidivgeschehens 

sein könnten.  

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass die MRD-Analyse in der cfDNA mittels 

NGS eine zuverlässige Detektion einer Rest- beziehungsweise Rezidiverkrankung 

unterhalb der morphologischen Sensitivitätsschwelle ermöglicht. Zusätzlich erlaubt sie 

bei Patienten nach alloHSCT eine differenziertere und möglicherweise prognostisch 

relevante Beurteilung des Remissionsstatus als die Chimärismusanalyse. Eine höhere 

Sequenziertiefe geht dabei anscheinend mit einer verbesserten Detektionsrate einher, 

sodass die Sensitivität der Untersuchung durch eine tiefere Sequenzierung zusätzlich 

verbessert werden kann.  

Ob eine Therapiesteuerung anhand der Krankheitslast in der cfDNA zu einer 

Verbesserung des Outcomes von AML-Patienten beitragen kann, war nicht Gegenstand 

dieser Arbeit. Dies sollte in weiteren Studien evaluiert werden.  
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Summary. The analysis of MRD in AML patients has become increasingly important in 

the recent years. MRD is defined as persistent leukemic cells under the microscopic 

detection limit of 5 %. Because evidence of MRD has been shown to be prognostically 

relevant in several studies, MRD quantification is increasingly being integrated into the 

clinical management of AML patients. Methods used for MRD quantification usually 

include highly sensitive molecular methods such as qPCR or NGS which is based on the 

detection of AML-specific mutations at initial diagnosis and the tracking of mutation load 

during the course of the disease. The main advantage of NGS is that it doesn’t require 

mutation-specific reagents and thus enables simultaneous and rapid analysis of multiple 

AML-associated genes in one assay. Usually, genomic DNA extracted from leukemic 

cells is used for MRD testing. Another option is using so-called cellfree DNA (cfDNA) 

which is released during apoptosis and necrosis of cells including tumorous cells (‘liquid 

biopsy’).   

The advantage of cfDNA as a sample material, especially from the patient's point of view, 

is that the cfDNA can be taken via a slightly invasive peripheral blood sample, while a 

bone marrow puncture is usually a painful and more risky procedure. Since cfDNA is 

derived from the leukemic cells in the bone marrow (or from extramedullar 

manifestations), it represents the entire molecular genetic profile of the disease. The aim 

of this study was to investigate whether cfDNA, as a minimally invasive sample material, 

is suitable for MRD monitoring using NGS and whether it enables the detection of AML-

associated mutations. 

For this purpose, a total of 75 cfDNA samples were taken and analyzed from 29 AML 

patients treated at the UKGM Marburg. The analysis was carried out using a targeted 

sequencing approach based on two commercially available multi-gene panels that 

covered 10 or 37 hotspot regions in AML-associated genes (VariantPlex-Core-AML or 

Core-Myeloid, Archer Dx). The mutation spectrum in the cfDNA samples was compared 

to the results of the molecular biological analyses carried out in an external reference 

laboratory as part of routine diagnostics. 

Enough cfDNA for a molecular biological analysis could be isolated from all samples, 

with no significant differences between CR and non-CR samples. The number of reads 

recommended by the manufacturer (Core AML: 750 000; Core Myeloid: 3 million) was 

achieved in a total of 48 of 75 (64 %) samples. The sensitivity of mutation detection 

increased with higher read numbers and mutation-specific sequencing depth (VAF: 

0.08–100 %). MRD positivity could be detected in 70.3 % of the CR samples with a 

sufficient number of reads, but only in 33.3 % of the CR samples with a low number of 

reads. In the case of non-CR samples, in which the mutation load is expected to be 

higher, MRD positivity could be demonstrated in all samples even with a low number of 
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reads. The analysis of the cfDNA enabled the detection of at least one known mutation 

in 32 of 55 (58.2 %; VAF: 0.08–78.04 %) of all cfDNA samples taken at times when the 

patients were in a hematological CR after alloHSCT or after chemotherapy. In patients 

after alloHSCT (n = 25), MRD positivity was found in 16 of 29 (55.1 %; VAF: 0.08–6.7 %) 

samples taken at times with normal donor chimerism (> 90 %) and was detected in 6 out 

of 6 (100 %; VAF: 0.88–63.77 %) cfDNA samples at time points with low donor 

chimerism. It was also shown that the detection of an MRD at time points with a normal 

donor chimerism was accompanied by a shortened PFS compared to patients with MRD 

negativity. In patients who only received chemotherapy as consolidation therapy, MRD 

detection was successful in 4 of 4 (100 %) of the CR samples (VAF: 0.3–29.84 %) and 

in 4 of 4 (100 %; VAF: 8.46–100 %) of the non-CR samples. A positive statistically 

significant correlation between mutational load in cfDNA and mutational load in reference 

samples (PB or BM) was observed (r = 0,8231, p = <0,0001 or r = 0,9370, p = <0,0001, 

respectively). 

In addition to the known mutations, unknown mutations could be detected in a total of 

eight patients with a relapse during the observation period, which could possibly 

contribute to a relapse within the context of a clonal evolution. 

In view of the results, it can be assumed that MRD analysis in cfDNA using NGS enables 

reliable detection of residual or recurrent disease below the morphological sensitivity 

threshold. In addition, it allows a more sensitive assessment of the remission status than 

the chimerism analysis. A higher sequencing depth is apparently associated with an 

improved detection rate, so that the sensitivity of the examination can be further 

improved by deeper sequencing. 

Whether a therapeutic intervention guided by disease burden as determined in cfDNA 

can contribute to an improvement of overall survival in AML was not the subject of this 

work. This should be evaluated in further prospective studies. 
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7. Anhang 
 
7.1 Skript zum Zusammenfügen der FASTQ-Dateien bei 

Sequenzierung auf dem NextSeq-Sequenziergerät  
 

 
 

Abbildung 22: Zusammenfügen der FASTQ-Dateien bei Sequenzierung auf dem NextSeq-
Sequenzierer. Die Namen der zusammengeführten Dateien sind beispielhaft rot markiert. Ó 
Kevin Vogel, ArcherDx, CO/US 
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7.2 Abdeckungsbereiche der verwendeten NGS-Panels 
 
Tabelle 17: Abgedeckte Gene und Exone des VariantPlex Core Myeloid Panels (37 Gene). 

Gen Referenztranskript Abgedeckte Exone 
ABL1 NM_005157 4,5,6,7,8,9,19 

ANKRD26 NM_014915 1 (c.-113-c.-134) 

ASXL1 NM_015338 11,12,13 

BCOR NM_017745 2,3,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14,15 

BCOR NM_001123385 8 

BRAF NM_004333 11,15 

CALR NM_004343 8,9 

CBL NM_005188 8,9 

CEBPA NM_004364 1 

CSF3R NM_000760 10,14,15,16 

CSF3R NM_156039 17 

CSF3R NM_172313 18 

DDX41 NM_016222 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 

DNMT3A NM_022552 2,3,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20

,21,22,23 

DNMT3A NM_153759 1,2 

DNMT3A NM_175630 4 

ETNK1 NM_018638 3 

ETV6 NM_001987 1,2,3,4,5,6,7,8 

EZH2 NM_004456 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,

20 

FLT3 NM_004119 8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,19,20,21 

GATA1 NM_002049 2 

GATA2 NM_032638 2,3,4,5,6 

IDH1 NM_005896 3,4 

IDH2 NM_002168 4,6 

JAK2 NM_004972 12,13,14,15,16 

KIT NM_000222 2,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18 

KRAS NM_004985 2,3,4 

MPL NM_005373 10,12 

NPM1 NM_002520 11 

NRAS NM_002524 2,3,4 
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Gen Referenztranskript Abgedeckte Exone 
PHF6 NM_032458 9,10 

PHF6 NM_032335 2,3,4,5,6,7,8 

PTPN11 NM_002834 3,4,7,8,12,13 

PTPN11 NM_080601 11 

RUNX1 NM_001754 2,3,5,6,7,8,9 

RUNX1 NM_001122607 1,5 

SETBP1 NM_015559 4 (p.799-p.950) 

SF3B1 NM_012433 13,14,15,16,17,18 

SRSF2 NM_003016 1,2 

STAG2 NM_006603 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,

20,21, 22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33 

STAG2 NM_001042749 32 

TET2 NM_001127208 4,5,6,7,8,9,10,11 

TET2 NM_017628 3 

TP53 NM_000546 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 

TP53 NM_001276696 10 

TP53 NM_001276695 10 

U2AF1 NM_006758 2,5,6 

WT1 NM_000378 1,2,3,4,5,6,7,9 

WT1 NM_001198552 8 

ZRSR2 NM_005089 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 

 

 
Tabelle 18: Abgedeckte Gene und Exone des VariantPlex Core AML Panels (10 Gene). 

Gen Referenztranskript Abgedeckte Exone 
ASXL1 NM_015338 11,12,13 

CEBPA NM_004364 1 

DNMT3A NM_022552 2,3,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,

21,22,23 

DNMT3A NM_153759 1,2 
DNMT3A NM_175630 4 
FLT3 NM_004119 8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,19,20,21 

IDH1 NM_005896 3,4 

IDH2 NM_002168 4,6 
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Gen Referenztranskript Abgedeckte Exone 
JAK2 NM_004972 12,13,14,15,16 

KIT NM_000222 2,8,9,10,11,12,13,14,15,17,18 

NPM1 NM_002520 11 

RUNX1 NM_001754 2,3,5,6,7,8,9 

RUNX1 NM_001122607 1,5 
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7.3 Lebenslauf 
 
Der Lebenslauf wurde aus datenschutzrechtlichen Gründen vor der Veröffentlichung 

entfernt. 
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