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Geïntegreerde diagnostiek van hematologische maligniteiten

Morfologie Cytogenetica

Immunofenotypering Moleculaire diagnostiek



AML overleving en cytogenetica

Grimwade en Hills, 2009
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Ongeveer 50% van alle AML patiënten heeft een normaal karyotype



Genoom-brede technologieën om nieuwe genetische afwijkingen te 
ontdekken om de behandeling van AML te verbeteren

TCGA, NEJM, 2013

Next generation sequencing

Gene expression profiling

Copy number analyses

Valk et al, NEJM, 2004

Sanders et al., 2013Sanders et al., 2008

MicroRNA profiling Methylation profiling

Jongen et al, Blood, 2008 Figueroa et al, Cancer Cell, 2010



Risico indeling AML: ELN2017



Acute myeloïde leukemie (AML)

• De meerderheid (>80%) van de patiënten met AML 
bereiken een complete morfologische remissie CR na hoge 

dosis inductie chemotherapie.

• Echter, veel AML patiënten recidiveren.

• Kunnen we het voorspellen van een opkomend recidief 
verbeteren door moleculaire restziekte detectie met next 

generation sequencing?



Acute Promyelocytaire Leukemie (APL) 

PML-RARA : Verandering van niet detecteerbare naar detecteerbare 
ziekte met RT-PCR is heel sterk geassocieerd met een 
opkomend recidief.

Core-binding factor leukemias (AML)

RUNX1-RUNX1T1
CBFB-MYH11 : Patiënten waarbij de restziekte met RT-PCR niet meer 

detecteerbaar is hebben een lagere kans op een recidief 

Molecular Minimale Restziekte Detectie in AML



Ivey et al., 2016

Chou et al., Leukemia 2007 
Schnittger et al., Blood 2009 
Krönke C et al., JCO 2011 
Shayegi et al., Blood 2013
Hubmann et al., 2014
Jain et al., 2014
Ivey et al., NEJM 2016

MRD monitoring in mutant NPM1 AML met RQ-PCR

De aanwezigheid van minimale restziekte gedefinieerd door mutant NPM1
transcripten is een stabiele, betrouwbare en onafhankelijke prognostische factor 
voor recidief en overleving. 



Kunnen we het voorspellen van een opkomend recidief 
verbeteren door moleculaire restziekte detectie met NGS?

Meerdere (vaak patient-specifieke) moleculaire markers

Hematologische 
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consolidatie

mutatie detectie
bij diagnose

mutatie detectie
in CR

inductie therapieAML 
n=430

Mean coverage: 
~3500x

Targeted next-generation sequencing (NGS) 
bij diagnose en in CR

Illumina
TruSight
Myeloid
panel



Patiënt karakteristieken AML studiecohort (n=430)

(years)

(109/L)



Mutaties in AML bij diagnosis
Tenminste 1 potentiele marker aanwezig in ~90% van de AML patienten (2.9 mutaties gemiddeld)

430 AML patiënten
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Samples in CR werden genomen tenminste 21 dagen na start 2de 
chemotherapie cyclus en het meest recente monster voor de start van de 
consolidatie therapie. 

Geen consolidatie therapie: laatste sample binnen een 4 maand interval na
de start van de 2de chemotherapie cyclus.

Bepaling van de verdeling van de VAFs in elke basepaar in alle monsters 
na inductie therapie (zonder die patienten met een mutatie in het 
desbetreffende basepaar).
Statistische test (Thompson-Tau) om te bepalen of een mutatie bij
diagnose aanwezig is in CR boven de achtergrond (p-value <0.01, 
statistical outlier).

Methoden



Mutaties bij diagnose
Mutaties in CR

Mutaties aanwezig bij AML diagnose en in CR (n=430)
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Genen

50% mutaties persisteren in CR
Frequenties van persisterende mutaties sterk variabel



Variant allel frequenties van persisterende mutaties in CR 
Mutaties persisteren frequent met hoge variant allel frequentie (VAF 0.02% - 47%)

CR threshold



Logrank P =0.03
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Logrank P =0.06
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Logrank P =0.01
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Logrank P =0.11
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Logrank P =0.92
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No cut off Cut off 10% Cut off 5%

Cut off 0.1%Cut off 1%Cut off 2.5%

Recidief incidentie (alle persisterende mutaties in CR) 
Verwijderen van persisterende mutaties (verschillende VAF) verbeterd associatie niet: training set

aanwezig in CR

afwezig in CR



Klonale hematopoiese

Een leeftijdsgebonden fenomeen waarbij hematopoietische stamcellen 
(HSC) of voorlopercellen een genetische subpopulatie vormen in gezonde 
individuen (zonder hematologische maligniteit) 

De klonale subpopulatie is het resultaat van een competitief voordeel dat 
de HSC/voorlopercel krijgt door het verwerven van somatische mutaties. 



Klonale hematopoiese

Clonal hematopoiesis of Inderterminate potential (CHIP)
Age-related clonal hematopoiesis (ARCH)

Definitie CHIP kloon: VAF > 2% 

Jaiswal, 2014 Genovese, 2014

17,182 gezonde individuen 12,380 gezonde individuen



Leeftijdsgebonden klonale hematopoiese

Jaiswal, 2014

CHIP VAF 0.03% in tegenstelling tot 2%: klonale hematopoiese (frequent 
mutaties in DNMT3A en TET2, in 95% van de individuen [gezond 50-60 jaar] 
(Young et al. 2016)



DNMT3A, TET2 en ASXL1 zijn de meest frequent 
gemuteerde genen in CHIP/ARCH

Jaiswal, 2014



Frequentie van DNMT3A, TET2 and ASXL1 mutaties in CR 
DTA mutaties persisteren heel frequent

Mutaties bij diagnosis
Mutaties in CR
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Variant allel frequenties van DNMT3A, TET2 en ASXL1 mutaties in CR 
DTA mutaties persisteren met hoge variant allel frequentie

CR threshold



at diagnosis in CR

Hoe zijn deze 
moleculaire 
scenario’s 

gerelateerd aan 
relapse?

no mutations

Clonal hematopoiesis
(DNMT3A, TET2 and
ASXL1 mutations)

Residual leukemia
(non-DTA mutations)

Moleculaire scenario's in CR na inductie therapie



Training set
n=283

Zijn persisterende mutaties die geassocieerd zijn met klonale
hematopoiese in CR gerelateerd aan kans op een recidief? 

at diagnosis in CR

no mutations

Clonal hematopoiesis
(DNMT3A, TET2 and
ASXL1 mutations)

Residual leukemia
(non-DTA mutations)



Cut off 10% Cut off 5%

Cut off 1%Cut off 2.5%

Recidief incidentie van DNMT3A, TET2 en ASXL1 mutaties in CR
DTA mutaties zijn niet gerelateerd aan recidief (verschillende VAF): training set

aanwezig in CR

afwezig in CR

No cut off



Recidief incidentie van non-DTA mutaties in CR in AML 
met persisterende DTA mutaties 

Non-DTA mutaties zijn sterk geassocieerd met kans op een recidief in AML: training set

aanwezig in CR

afwezig in CR



Is restziekte gedefinieerd door non-DTA mutaties in CR 
gerelateerd aan kans op een recidief? 

Training set
n=283

Validatie set
n=147

at diagnosis in CR

no mutations

Residual leukemia
(non-DTA mutations)

Clonal hematopoiesis
(DNMT3A, TET2 and
ASXL1 mutations)



Training set

present in CR

absent in CR

Recidief incidentie van restziekte
non-DTA mutaties in CR significante associatie met recidief in AML

present in CR

absent in CR

Validation set



Overall survival of residual leukemia
non-DTA mutations in CR significantly associate with overall survival in AML

present in CR

absent in CR

present in CR

absent in CR

Training set Validation set



Multivariable analysis including residual leukemia
non-DTA mutations in CR independently carry prognostic value in AML



Relapse incidence of residual leukemia
NGS MRD and multiparameter flow MRD both show significant associate with relapse in AML

205 64

3041

NGS MRD

flow MRD

- +
-
+



Multivariable analysis including residual leukemia
non-DTA mutations in CR independently carry prognostic value in AML



DTA
mutations

non-DTA
mutations

at diagnosis

Relationship with
relapse

Conclusies
Het bepalen van persisterende mutaties in CR met NGS 

is toepasbaar voor de meerderheid van volwassen AML 

patiënten

Mutaties geassocieerd met klonale hematopoiese

in CR hebben geen impact op een vroeg recidief  

(mediane FU 39 maanden) (Jongen et al., NEJM 2018)

Targeted NGS van residuale ziekte gedefinieerd door 

non-DTA mutaties in CR is een onafhankelijke 

prognostische factor voor recidief en overleving (Jongen 

et al., NEJM 2018)

> Morita et al., JCO 2018 and Thol et al., Blood 2018

Residuale restziekte detectie met targeted NGS en 

multi-parameter flowcytometrie hebben onafhankelijke 

additieve waarde

in 
CR



Working model

Achtergrond mutaties
zonder proliferatievoordeel

Initiërende mutaties geassocieerd
met klonale hematopoëse

DNMT3A, TET2, ASXL1

NPM1, FLT3, NRAS, KRAS,
KIT, RUNX1

Transformerende mutaties in AML

detectie in CR
      geen recidief

detectie in CR
      recidief

Kloon GrootteClone size

Initiating mutations with
proliferative advantage

Transforming mutations

Acquired mutations without 
proliferative advantage

DNMT3A, TET2 or ASXL1

NPM1, FLT3, NRAS, KRAS,
KIT or ASXL1

Present in CR: 
no relapse

Present in CR: 
relapse
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