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Abklrzungen

ABL Abelson Murine Leukemia

AIEOP L'Associazione Italiana Ematologia ed Oncologia Pediatrica
ALL Akute lymphatische Leukamie

ALL-BFM Berlin-Frankfurt-Munster kooperative multizentrische ALL

Studiengruppe

ALL-BFM 2000

Multizentrische Therapiestudie zur Behandlung von Kindern und

Jugendlichen mit Akuter Lymphoblastischer Leukamie.
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00430118
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00430118?term=ALL-BFM&rank=1

BCBM Blast Count Bone Marrow, Blastenanzahl im Knochenmark
BCPB Blast Count Peripheral Blood, Blastenanzahl im peripheren Blut
BCR Break Point Cluster Region

BCR-ABL Fusionsgen der Translokation t(9;22)(q34;q11)
BFM Berlin — Frankfurt - Minster

BRR Blast Reduction Rate, Blastenreduktionsrate

CD Cluster of Differentiation

DC Dendritische Zellen

E2A-PBX Fusionsgen der Translokation t(1;19)(q23;p13)
ETP Early Thymus Progenitors

EWGCCA European Working Group for Clinical Cell Analysis
FCM DurchfluRzytometrie

FITC Fluorescein-isothiocyanat

FLT3 FMS-like Tyrosine Kinase 3

GC Glukokortikosteroide

GEP Genexpressionsprofil

Ig Immunglobulin

INF Interferon

KM Knochenmark

LAIP Leuk&mie - assoziierter Immunphanotyp

mAKk Monoklonaler Antikorper

MNC Mononukleare Zellen

MPO Myeloperoxidase

MRD Minimale Resterkrankung

NK Naturliche Killer Zellen
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OPAL Outcome Predictor in Acute Leukemia

pB Peripheres Blut

PBC Precursor B-cell, Vorlaufer B-Zelle

PCR Polymerase — Ketten - Reaktion

PE Phycoerythrin

RAG Rekombinase aktivierende Gene

RQ-PCR Realtime-quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion
RT-PCR Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion
SDF Stem Cell Derived Factor

SOP Gemeinsame Arbeitsanweisung, “Standard Operating Procedure”
SVM Support Vector Machine

TdT Terminale Desoxynucleotidyl Transferase
TEL-AML1 Fusionsgen der Translokation t(12;21)(p12;922)
TNF Tumor Nekrose Faktor

TSP Thymus Seeding Progenitors

TZR T-Zell Rezeptor

.Not everything that is countable counts and
not everything that counts is countable®.
Albert Einstein



1.0 Einleitung

1.1 Prognostische Relevanz von MRD bei ALL

Akute Leukadmien sind klonale Erkrankungen der h&dmatopoetischen Stammzelle die
durch eine unkontrollierte exponentielle Vermehrung der leukdmischen Zellpopu-
lation die normale Blutbildung verdrangen. Der daraus resultierende Mangel an
normalen, funktionsfahigen Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten begulnstigt
Infektionen, Blutungen und Sauerstoffmangel, der ohne Therapie mit dem Leben
nicht mehr vereinbar ist. Bei Diagnosestellung betragt die im Kdrper zirkulierende
Gesamtmasse an Leukamiezellen etwa 10*°-10*? mit einem entsprechenden Gewicht
von ca. 1-2 kg. Eine weitere Vermehrung der leukamischen Zellmasse auf 102 fihrt
unbehandelt rasch zum Tode™.

Mit der Einleitung einer systemischen Chemotherapie wird bei den meisten Patienten
eine deutliche Reduktion der Leukamielast erreicht, so dass die Erkrankung nicht
mehr, weder im peripheren Blut noch im Knochenmark, mit dem Lichtmikroskop
erkannt und quantifiziert werden kann und die Kriterien einer kompletten Remission
erfullt sind, obwohl mit sensitiveren Nachweismethoden als der Lichtmikroskopie
noch Leukamiezellen im Koérper nachgewiesen werden kénnen (Abb. 1)*°. Fir die
ALL im Kindesalter bedeutet dies, dass etwa 20-25% aller Kinder in kompletter
Remission trotz moderner risikostratifizierter Therapie ein Rezidiv der Erkrankung
erleiden*®. Begriindet wird dies zum Teil durch die Definition und Beurteilung der
Remission, die bisher auf der morphologischen Begutachtung mittels
Lichtmikroskopie beruht und einen arbitrdren Schwellenwert von weniger als 5%
residualen Blasten fur das Erreichen einer kompletten Remission festlegt. Zudem
betragt die Sensitivitat der Lichtmikroskopie fur die Detektion residualer Blasten nur
ca. 10, so dass lediglich eine Leukamiezelle pro 100 gemusterte kernhaltige Zellen
erkannt werden kann. Deshalb lassen sich kleine Mengen persistierender
Leukdmiezellen mit Hilfe der Lichtmikroskopie nur ungenigend oder gar nicht
erkennen und eine Verbesserung der Therapieergebnisse ist durch eine, an der
residualen Blastenzahl orientierte Therapie nur begrenzt mdglich. Um eine an der
tatsachlichen MRD-Last orientierte, risikoadaptierte Intensivierung, oder auch eine
De-Eskalation der Therapie vornehmen zu kénnen, mussen Methoden mit héherer
Sensitivitat als der Lichtmikroskopie, zur Detektion und Charakterisierung der

residualen Leukadmiezellen angewendet werden.
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Hierzu stehen heute zwei Methoden zur Verfigung, die in der Lage sind das
Therapieansprechen und die Remissionsbeurteilung mit einer hohen Sensitivitat zu
Uberprufen. Zum einen sind dies molekularbiologische Verfahren, insbesondere die
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), die den Nachweis individueller, Leukamieklon-
spezifischer Umlagerungen der Immunglobulin-Schwerkettengene oder der T-
Zellrezeptorgene ermdoglicht, oder aber die RT-PCR mit der Transkripte von
Fusionsgenen rekurrenter chromosomaler Translokationen, wie z.B. der t(9;22), auf
einem Sensitivitatsniveau von ca. 10” - 10°® detektiert werden kénnen. Zum anderen
steht mit der multiparametrischen Durchflul3zytometrie (FCM) eine Methode zur
Verfigung, die Uber den Nachweis der Expression eines Leuk&mie-assoziierten
Immunphanotyps (LAIP) die Detektion leukdmischer Blasten mit einer Sensitivitat von
10 - 10®° erméglicht”®. Dies bedeutet, das beide Methoden in der Lage sind eine
Leukamiezelle in 10.000 - 100.000 normalen Zellen zu detektieren, womit die
Sensitivitat gegentber der Lichtmikroskopie um das 100 - 1000fache gesteigert wird
10.

Sowohl fir die molekularbiologischen als auch fir die durchflulzytometrischen
Untersuchungsmethoden konnte in unabhangig durchgefihrten klinischen Studien
gezeigt werden, dass der MRD-Nachweis in den frihen Behandlungsphasen ein
unabhangiger prognostischer Parameter ist, der fur die Planung zukinftiger
risikoadaptierter Therapiestratifikationen einen wesentlichen Stellenwert hat "9%12,
Grundlegend fir die Bedeutung des durchfluRzytometrischen MRD-Nachweises
waren insbesondere die von Campana und Coustain-Smith am St. Jude Children’s
Research Hospital in Memphis (USA) durchgefiihrten Studien®'!. Weltweit haben
bereits zahlreiche Studiengruppen MRD-Untersuchungsprogramme, vorwiegend
anhand molekularer Methoden, in die aktuellen Therapieprotokolle integriert. So wird
z.B. in der I-BFM Studiengruppe gemafl dem gemeinsamen Protokoll (AIEOP-BFM
ALL 2000) eine molekulare MRD-Bewertung mittels PCR-Technologie vorge-
nommen, anhand derer die Patienten in drei unterschiedliche Risikokategorien mit
unterschiedlichen Postremissionstherapien stratifiziert werden. Da es zwischen den
unterschiedlichen MRD-Nachweisverfahren (PCR oder FCM) und der Risiko-
einschétzung bisher nur wenige vergleichende Studien mit sehr kleinen

13-15 werden bei der Auswahl des Nachweisverfahrens vor allem

Patientenzahlen gibt
Faktoren wie individuelle Erfahrung mit den geeigneten Methoden, technischer und

personeller Aufwand, sowie Zeit und Kosten der Methode bertcksichtigt. Ein
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wesentlicher Vorteil der FCM gegenuber der PCR besteht aber vor allem in ihrer
raschen Durchfuhrbarkeit, so dass MRD-basierte Therapieentscheidungen zeitnah
erfolgen kénnen. Auf3erdem lassen sich vitale residuale Leukamiezellen nicht nur
identifizieren und quantifizieren, sondern auch durchfluf3zytometrisch sortieren und
isolieren. Die anhand ihres LAIP definierten und isolierten Leukamiezellen kénnen
dann bezuglich ihrer Genexpression und spezifischer Kandidatengene charakterisiert
werden, was die Moglichkeit erdffnet, Veranderungen bestimmter Zellpopulationen

unter der Therapie mittels Genexpressionsanalysen zu verfolgen.
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Nachweisgrenzen und Sensitivitatsniveau der unterschiedlichen Maoglichkeiten zur
Beurteilung der Remission, insbesondere der Zytomorphologie, der molekular-
biologischen und der durchflul3zytometrischen Methoden zur MRD - Detektion bei

unterschiedlichen Krankheitsverlaufen mit Frith- oder Spétrezidiv®.



1.2 Ontogenese der B- und T-Zellen

B-Zell Ontogenese

Die Ontogenese der B- und T-Lymphozyten beginnt mit der gemeinsamen
lymphatischen Progenitorzelle im Knochenmark, die durch die Expression von CD34,
CD10, CD38 und CD127 (IL-7 Rezeptor) auf der Zellmembran charakterisiert ist'®*’,
Im Zellkern kénnen Rekombinase aktivierende Gene (RAG) und die Terminale
deoxynukleotidyl Transferase (TdT) mittels RT-PCR nachgewiesen werden®®. Unter
dem Einflu3 von positiven Wachstumsregulatoren wie IL-7, FLT3-Ligand und SDF-1,
sowie von Wachstumsinhibitoren wie z.B. TNF-a, TNF— und IFN sind die ersten B-
Linien spezifischen Molekile des B-Zell Rezeptorkomplexes, Vpre und A5, in dieser
frihen B-Zelle noch vor der Expression von membranstandigem CD19, intra-
zytoplasmatisch detektierbar'®?'. Aber erst mit dem Nachweis von CD19, CD34 und
CD10 an der Oberflache laRt sich die Zelle erstmals als eine Vorlaufer B-Zelle (pro-
B-Zelle) erkennen. Die weitere Differenzierung der pro-B Zelle in die pra-B Zelle geht
mit Verlust der CD34- und TdT-Expression, bei gleichzeitigem Auftreten der
zytoplasmatischen IgM-Schwerketten (UHC) einher. Mit dem Beginn der Leichtketten
Genumlagerungen wird der B-Zell Rezeptor auf der Membran exprimiert und die
Zelle als pre-B Zelle bezeichnet. Aufgrund von Zellzyklus-Analysen lassen sich in der
Population der pra-B Zellen die grol3en proliferierenden préa-Bl von den kleinen
postmitotischen pra-Bll Zellen, bei denen sich ein aktives Rearrangement der K-
Leichtketten vollzieht, unterscheiden®. Hiermit erfolgt die Expression des kompletten
IgM-Molekuls, bestehend aus zwei Schwerketten und zwei Leichtketten und die Zelle
verlal3t als sogenannte unreife B-Zelle das Knochenmark und tritt in die Zirkulation
Uber. Durch alternatives ,splicing® der Schwerketten — mRNA?® exprimieren diese
Antigen-naiven, zirkulierenden B-Zellen sowohl IgM als auch IgD an der Zellober-
flache und haben im Gegensatz zu ihren Vorgangern im Knochenmark die Fahigkeit,

fremdes Antigen unspezifisch zu binden.

T-Zell Ontogenese

Das begrenzte Entwicklungspotential der thymischen Vorlauferzellen (sog. Thymus
seeding progenitors = TSP) setzt eine kontinuierliche Quelle von lymphatischen
Progenitoren aus dem Knochenmark voraus, die in den Thymus einwandern kénnen.
Im menschlichen Nabelschnurblut lassen sich CD34+, CD45RA+, CD7+ Zellen

nachweisen, die sowohl T-, B-, als auch NK- und DC-Progenitorpotential
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2425 Die Analyse der TZR-Genumlagerungen dieser CD34+, CD38"°

aufweisen
exprimierenden Zellen bestatigt einerseits deren frihes T-Zellpotential und
andererseits wird hiermit auch gezeigt, das multipotente Prakursoren in den Thymus
einwandern und auch den Ursprung thymischer B-Zellen bilden kénnen. Die TSP und
ETP (early thymus progenitors) sind noch multipotente Vorlauferzellen, die erst durch
die Expression von cyCD3 und CD1a ihre definitive T-Zellpragung erhalten. Unter
dem fiur die T-Zellentwicklung unabdingbaren Einflu von IL-7 werden im Rahmen
der als R-Selektion bezeichneten TZR-Genumlagerungen verschiedene, transiente
Stadien der thymischen T-Zell Entwicklung durchlaufen, die sich vor allem in der
CD4- und CD8-Expression unterscheiden®®?®, Nach erfolgreicher B-Selektion wird
der vollstandige TZR membranstandig exprimiert und der reife, CD4- oder CD8-
positive T-Lymphozyt verla3t den Thymus und gelangt in das periphere Blut und das

lymphatische System.

1.3 Antigenmodulation und Genexpression leukamische r Blasten

Die Modulation der Expression bestimmter Antigene im Krankheitsverlauf ist ein
Phanomen, dass in Abhangigkeit vom Therapieprotokoll und der darin eingesetzten
Medikamente betrachtet werden muss. Umfangreiche Untersuchungen gibt es zum
Einfluss der in fast allen Therapieprotokollen eingesetzten GC, wobei die meisten
dieser Untersuchungen die Verdnderungen auf Proteinebene analysiert haben, z.T.
aber auch funktionelle Untersuchungen, insbesondere zur Beeinflussung der
Apoptose und des Zellzyklus durch GC, durchgefihrt wurden. Fir die FCM-MRD
Diagnostik ist die Kenntnis der Antigenmodulation in den einzelnen Therapiephasen
von entscheidender Bedeutung, um die leukamische Restblastenpopulation sicher
von reaktiv-regenerativen Veranderungen der normalen Hamatopoese und
insbesonder der B-Zell Regeneration, abgrenzen zu kénnen. Fir eine umfassende
und genaue Analyse ist ein Versuchsaufbau, der den Vergleich leukdmischer
Restblasten mit normalen reaktiv-regenerativen B-Zellen intra- und inter-individuell zu
verschieden Zeitpunkten der Therapie nicht nur fur ein Antigen, sondern fir mdglichst
viele Antigene beziglich der globalen Genaktivitat erfasst, am aussagekraftigsten.
Mit  Hilfe der durchfluBzytometrischen Zellsortierung und der globalen
Genexpressionsanalyse lassen sich die beiden Zellpopulationen, normale

regenerierende B - Zellen und leukamische Restblasten, bei einem Patienten an
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unterschiedlichen Therapiezeitpunkten anhand der unterschiedlichen Expression von
Oberflachenmolekiilen differenzieren, sortieren, isolieren und flr eine getrennte,

globale Genexpressionsanalyse verwenden.

Die Methode der Genexpressionsanalyse mittels Mikroarraytechnik sei hier kurz
dargestellt, da sie als eine bahnbrechende Entwicklung der Molekularbiologie auf
dem Gebiet der biologischen Charakterisierung und klinischen Diagnostik von akuten
Leukamien einen wesentlichen Beitrag leistet 2°*. Hiermit kann, im Gegensatz zu
den klassischen Methoden wie Northern-Blot oder RT-PCR, die Expression von
mehreren Tausend Genen parallel untersucht werden. Insbesondere nach der
Aufklarung der Struktur des menschlichen Genoms bieten sich prinzipiell neue

Moglichkeiten der Analyse der globalen (genomweiten) Genaktivitat in der Zelle®*3"

33.

Zur Erstellung von Genexpressionsprofilen lassen sich zwei verschiedene Array-
technologien anwenden: cDNA- und Oligonukleotid-Mikroarrays®*. Vor allem die
letztgenannte Methode ist gut standardisierbar und repoduzierbar, wodurch die
Voraussetzungen fur Verlaufsuntersuchungen zur MRD-Beurteilung bei langjéhrigen
Therapiestudien erfullt werden. Die hauptsachlich verwendeten Oligonukleotid-
Mikroarrays werden von der Firma Affymetrix (GrofR3britannien) hergestellt und als
GeneChips® bezeichnet®®. Der derzeit neueste genomweite Affymetrix-Chip U133
Plus 2.0 (entspricht dem alteren Chip-Set U133A/B) und umfasst ca. 33.000 humane
Gene. Die Gene selbst werden durch kurze, 25 Nukleotide lange Abschnitte ihrer
Sequenz reprasentiert. Die mMRNA aus den zu untersuchenden Zellen wird in die mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markierte cRNA umgesetzt und mit den Genchip-
gebundenen Oligonukleotiden hybridisiert. Die mit Hilfe eines Laser-Scanners
ermittelten Fluoreszenzintensitaten kbnnen dann z. B. in Form einer Excel-Tabelle
ausgegeben werden, wodurch erste einfache Analysen, wie der paarweise Vergleich
von Genexpressionsprofilen, mdglich sind. Die statistische Signifikanz von Genen,
die sich beim paarweisen Vergleich zweier Gruppen als differentiell exprimiert
zeigen, lasst sich mit dem fir Genchip-Analysen entwickelten Programm SAM
(significance analysis of microarrays) bestimmen®2. Um jedoch die erzeugten groRRen
Datenmengen genauer auswerten zu konnen, ist der generelle Einsatz
bioinformatischer Methoden erforderlich, mit denen meist typische Fragestellungen

bearbeitet werden®. Mit Hilfe von so genannten Supervised Learning Algorithmen
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kann z. B. nach spezifischen Genexpressionssignaturen gesucht werden, die es
ermoglichen, bestimmte, bereits bekannte Klassen (genetische Subtypen,
Krankheitsstadien etc.) zu diskriminieren. Hierzu wird ein Probenkollektiv in Lern- und
Test-Set aufgeteilt. Das Lern-Set besteht aus der Gruppe der bereits bekannten
Proben, mit deren Hilfe es Genexpressionssignaturen fir die einzelnen Klassen
erlernt, die dann an dem Test-Set, bestehend aus Gruppe der unbekannten Proben,
Uberpruft werden. Um anhand der Genexpressionsprofile neue Risikogruppen
entdecken zu konnen, werden hingegen Clustering-Methoden eingesetzt, die als
Unsupervised Learning Algorithmen bezeichnet werden. Die Ergebnisse der Cluster-
Analysen werden durch Dendrogramme visualisiert, die die Verwandtschafts-
verhéltnisse zwischen den Genen oder Proben wiedergeben® .

Die Mikroarraytechnologie hat fur die medizinische Diagnostik erhebliche Bedeutung
erlangt, da hiermit die Klassifizierung akuter Leukamien auf molekularer Ebene
erfolgen kann 3%, Nachdem es Golub et al.** im Jahre 1999 erstmals gelungen war,
die beiden Hauptgruppen, akute lymphatische und myeloische Leukdmien, anhand
der Genexpressionsprofile zu unterscheiden, folgten weitere Arbeiten, in denen an
grolReren Patientenkollektiven noch genauere Differenzierungen der Leukamien
vogenommen  werden konnten. Die bislang veroffentlichten  grof3ten
Genexpressionsstudien kindlicher ALLs stammen aus dem St. Jude Children’s
Research Hospital®®%*. In diesen Studien konnten Genexpressionsdaten von mehr
als 360 Patienten erhoben werden, die nicht nur dazu genutzt wurden,
Genexpressionssignaturen zur Klassifizierung bestimmter leukamischer Subtypen
(BCR-ABL, E2A-PBX1, TEL-AML1, Rearrangements im MLL-Gen, Hyperdiploidie mit
> 50 Chromosomen, T-ALL) zu identifizieren und verifizieren, sondern auch, um
prognostische Aussagen zu ermdglichen.

Bei T-ALL konnten daruber hinaus Genexpressionsprofile identifiziert werden, die
charakteristisch sind fur bestimmte Entwicklungsstadien innerhalb der normalen T-
Zell Ontogenese, Ubereinstimmend mit der Vorstellung, dass der leukdmische
Zellklon arretierte Entwicklungsstadien der normalen Hamatopoese widerspiegelt®.
Die Genexpressionsanalysen kénnen zudem zur Identifizierung neuer molekularer
Marker mit prognostischem Wert beitragen. Das zeigt die Entdeckung von drei
Genen, deren Expressionsstarke mit der Prognose von kindlichen ALL Patienten
korreliert**. Das Gen, das dabei die groRte prognostische Bedeutung zeigt, ist das in

seiner Funktion bislang weitgehend unbekannte OPAL1 (Outcome Predictor in Acute
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Leukemia 1). 87% der Patienten, die eine hohe Expression dieses Gens zeigten,
erreichten eine anhaltende komplette Remission, wohingegen bei Patienten mit
schwacher Expression von OPALL nur 32% eine langere Zeit in Remission blieben®*,
Diese Ergebnisse muissen jedoch zunachst in unabhangigen Studien validiert
werden. Zudem war es bislang nur im begrenzten MalRe maoglich, neu definierte,
Prognose-relevante Patientengruppen zu identifizieren oder prognostisch relevante
molekularbiologische Marker zu finden.

Die meisten der bis heute publizierten Untersuchungen wurden an priméren
Materialien zum Zeitpunkt der initialen Diagnose bzw. eines Rezidives durchgefihrt.
Nur in einer Arbeit wurden die Genexpressionanderungen von ALL-Blasten aus dem
peripheren Blut einen Tag nach Beginn der Therapie mit Methotrexat oder
Mercaptopurin untersucht und eine Gruppe differenziell exprimierter Gene
identifiziert*.

Eine intraindividuelle, sequentielle Analyse und chronologische Charakterisierung
von phanotypischen und genotypischen Veranderungen der residualen leukdmischen
Blasten, an den unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Induktions- oder
Postremissionstherapie wéare sowohl aus klinischer als auch aus biologischer Sicht

von grol3em Interesse, wurde aber bisher in der Literatur nicht mitgeteilt.

1.4 LAIP und durchfluRzytometrischer Nachweis von M RD

Die Herausforderung der MRD - Detektion besteht nicht nur darin die sprichwortliche
,Nadel im Heuhaufen“ zu finden, sondern zu beweisen, dass es auch wirklich eine
Nadel ist und von welcher Art die gefundene Nadel ist. Hierzu ist nicht nur eine
genaue Kenntnis der oben beschriebenen B- und T- Zellentwicklung notwendig,
sondern auch das Wissen um die immunph&notypischen Verdnderungen der
normalen Lymphopoese unter dem Einflul3 der Chemotherapie, d.h., zu den
jeweiligen Kontrollzeitpunkten des ALL-BFM 2000 Therapieprotokolls. Da Patienten
mit akuten lymphoblastischen T- und B-Zell Leukamien eine identische Induktions-
therapie erhalten besteht die Mdglichkeit, dass Muster der normalen B-Zell-
expression bei lymphoblastischer T-ALL und umgekehrt, dass Muster der normalen
T-Zellexpression bei lymphoblastischer B-ALL an den verschiedenen Zeitpunkten der
Therapie zu untersuchen und mit dem Expressionsmuster der Leukamiezellen zu
vergleichen (Abb. 2, 3 und 4).
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Die Pathogenese der ALL fuhrt zu einer klonalen Expansion leukdmisch trans-
formierter lymphatischer Progenitorzellen, die auf der Stufe der lymphatischen
Stammzelle oder in einem sehr frihen Entwicklungsstadium der B- bzw. T-Zell
Ontogenese arretiert sind. Hierbei bleiben stadienspezifische Antigenmuster der
normalen B- bzw. T-Zell Ontogenese weitgehend erhalten. Dennoch weisen die
meisten ALL aberrante oder asynchrone Expressionsmuster spezifischer Antigene
auf, die sich in einer Uberexpression (fur die B-Zellreihe z.B. von CD19, CD10,
CD20, CD34, CD44 oder CD58, fur die T-Zellreihe z.B. fur CD7), einer verminderten
Expression (fur die B-Zellreihe z.B. CD10, CD11a, CD38, CD44, CD45 oder TdT und
fur die T-Zellreihe z.B. von CD3), oder in einer Koexpression von myeloischen
Antigenen (z.B. CD13, CD33, CD15, CD65 oder MPO) aufRern und die Grundlage fur
die Auswahl diagnostischer Antikérperkombinationen fur die MRD-Detektion
darstellen®*>!. Die moderne multiparametrische DurchfluBzytometrie kann simultan
neben den Streulichteigenschaften, die die Gréfie und Granulation der Zelle
wiedergeben, auch die Expression mehrerer intrazytoplasmatischer und
membranstandiger Antigene flr tausende von einzelnen Leukamiezellen mit bis zu
10 spezifischen, aber mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierten
Antikdrpern detektieren. Dadurch wird eine mehrdimensionale Analysematrix
erzeugt, in der sich nicht nur das Expressionsmuster normaler hamatopoetischer
Zellen von dem leukéamischer Zellen differenziert darstellen lasst (Abb. 2, 3 und 4),
sondern auch die phanotypische Heterogenitat der leukdmischen Blasten deutlich
wird. Normale B- und T-Lymphozyten sind in jeder leukamischen Probe aus dem
Knochenmark (KM) oder peripheren Blut (pB) enthalten und kénnen als interne,
vergleichende Orientierung bei der Bewertung des leukédmischen Expressions-
musters behilflich sein. Da nicht nur eine, sondern mehrere Farbekombinationen von
Antikdrpern eingesetzt werden, lassen sich auch Patienten mit zunachst unsicherer
Differenzierung normaler von leukamischen Zellen durch die Darstellung alternativer
Leukédmie-assoziierter Immunphanotypen (LAIP) sicher beurteilen. In den meisten
Fallen ist ein Panel von drei bis vier 4-Farbkombinationen ausreichend. Ein
wesentlicher Vorteil der FCM-MRD Methode besteht darin, dass es im Gegensatz zur
PCR-Technologie madglich ist, MRD-Verlaufsbeurteilungen an vitalen Zellen
durchzufihren. Diese konnen dann auch anhand des LAIP sortiert und isoliert
werden und mittels weiterer Methoden, wie z.B. der Genexpressionsanalysen,

charakterisiert werden.
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Bei der MRD-Beurteilung von lymphoblastischen T-ALL kommt fir die FCM-MRD
Methode beginstigend hinzu, dass die T-Zell Ontogenese mit ihren unreifen
Vorstufen auf den Thymus beschrénkt ist und sich anhand der Expression von CD1a,
TdT und CD99 deutlich von normalen T-Zellen im pB oder KM unterscheiden lasst.
Diese sog. ektopischen Expressionsmuster von T-ALL Blasten hat man sich schon

frih bei der FCM-MRD Beurteilung von T-ALL zunutze gemacht***’,

KM T-ALL

i B2
ol o Tag 0 (Pt. SL13(?2)
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Abbildung 2

Darstellung der normalen B - lymphatischen Zellpopulationen bei Diagnose und im
Therapieverlauf am Beispiel einer akuten T-lymphoblastischen Leukamie. Die
Induktionsbehandlung erfolgt in Analogie zu den akuten B - lymphoblastischen
Leuk&dmien mit demselben Therapieprotokoll (ALL-BFM 2000), so dass die
Verdnderungen der normalen B — Zellpopulationen bei T — ALL mit den
leukamischen B — lymphoblastischen Zellpopulationen bei Patienten mit B-lympho-
blastischen Leukdmien an den verschiedenen Therapiezeitpunkten verglichen
werden kdnnen. CD19 positive Zellen sind in Braun, Orange und Hellgrin dargestellt.
H1(braun) = normale B - Progenitoren (Hamatogonen, CD10+/CD20-); H2 (Orange)
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= intermediare B-Zellen (CD10+/CD20+); rBZ (hellgrin) = reife B — Lymphozyten
(CD10-/CD20+). In der Region B2 finden sich leukdmische Blasten bei z.B. common-
ALL (s. Abb. 3).

KM common -ALL

B-Zellpopulationen
Zeitpunkt

CD10-PE
CD10-PE
CD10-PE

CD20-FITC CD20-FITC CD20-FITC

Abbildung 3

Beispiel eines aberranten Phanotyps einer lymphoblastischen B-ALL bei Diagnose
(Tag 0) und fur den MRD-Nachweis an Tag 15 und an Tag 33 der Induktionstherapie.
Dargestellt ist das KM eines Patienten mit common-ALL. Im Vergleich zu den
normalen B-Zellpopulationen (s. Abb. 2) findet sich bei den schwarz dargestellten
Leuk&miezellen in Region B2 eine verstarkte Expression von CD10 und nur eine
partielle Expression von CD20. Am Tag 15 hat sich die Fluoreszenzintensitat und die
Expression von CD20 verstarkt. Am Tag 33 der Induktionsbehandlung finden sich

keine Restblasten mehr in der Region B2.
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Abbildung 4

Aberrante, schwache Expression von CD45 bei einer lymphoblastischen B-ALL. Am
Tag 0 (a), vor Therapiebeginn findet sich neben der roten Blastenpopulation eine
kleine, CD19+/CD45+++ Population (grin), die den normalen B-Lymphozyten
entspricht.t. Am Tag 33 der Therapie (b) besteht noch eine residuale
Blastenpopulation (rot). Zum Vergleich hierzu zeigt das normale KM (c) keine CD45
negativen oder CD45 schwach exprimierenden CD19 positiven Zellen.

2.0 Problemstellung und Ziele

Fur die Uberwachung des Ansprechens auf die Therapie und die Remissions-
beurteilung von akuten Leuka&mien sind molekulargenetische und/oder durchfluf3-
zytometrische Nachweismethoden von residualen Leukamiezellen unverzichtbarer
Bestandteil in der Risikobeurteilung und Therapiestratifikation moderner Therapie-
protokolle. Die Wertigkeit und die Vergleichbarkeit beider Methoden kann dabei aber
nur im spezifischen Kontext der jeweiligen Erkrankung und ihrer Therapie beurteilt
werden. Dies bedeutet fur die Integration der FCM-MRD Diagnostik in das AIEOP-
ALL-BFM Therapieprotokoll die Interpretation und Bewertung der Ergebnisse im
Vergleich zu der etablierten PCR-MRD basierten Risikobeurteilung.

Voraussetzung fur die prospektive Evaluation der prognostischen Wertigkeit der
FCM-MRD Quantifizierung im Rahmen des internationalen AIEOP-ALL-BFM 2000
Therapieprotokolls ist die Standardisierung der multizentrisch und international
durchgefiihrten Methode der FCM-MRD Detektion. Hierzu wurden methodische
Standards fur alle Arbeitsschritte der Analytik, einschliel3lich der Interpretation und

Befundibermittlung erarbeitet und in einer gemeinsamen Arbeitsanweisung (SOP)
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festgelegt. Zudem sind interne und externe Kontrollen durchgefuhrt und Ringver-

suche fur eine regelmafige Qualitatskontrolle etabliert worden.

Die Vergleichbarkeit der durchflu3zytometrischen MRD-Detektion mit der etablierten
aber ungleich aufwandigeren molekularbiologischen MRD-Bestimmung ist fur die
Prognose und Stratifikation der Patienten von entscheidender Bedeutung. Erst durch
die Berucksichtigung der spezifischen methodischen, biologischen und auch
logistischen Unterschiede beider Methoden vor dem Hintergrund der Wahrscheinlich-
keitsrechung und der mathematischen Verteilungslehre ist eine Interpretation und
Wertung der FCM-MRD Detektion im klinischen Kontext des AIEOP-ALL-BFM 2000
Protokolls moglich geworden.

Der FCM-MRD Nachweis wird zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der
Behandlung im KM und im pB durchgefiihrt. Die Untersuchungen von pB an den
Therapietagen 0, 8, 15, 22, 33, 52, 78 und von KM an den Therapietagen 0, 15, 33,
52, 78 ermoglicht sowohl statische MRD-Beurteilungen zu einem bestimmten
Therapiezeitpunkt als auch dynamische Beurteilungen, die eine Kinetik des
Therapieansprechens Uber einen zeitlichen Verlauf ,in-vivo® wiedergeben. Mithilfe
der Verlaufsbeobachtungen ist untersucht worden, ob die statische FCM-MRD
Beurteilung eine Trennung in unterschiedliche Risikogruppen ermdglicht und zu
welchem Zeitpunkt der Untersuchung eine maximale Trennscharfe in die
Risikogruppen erreicht werden kann. Aul3erdem wurde gepruft, ob die kinetischen
Aussagen Uber den MRD-Verlauf, wie z.B. die Differenz der Blastenreduktion von
Tag 0 auf Tag 8 oder Tag 15 und von Tag 15 auf Tag 33 sich als prognostisch
aussagekraftiger erweisen, als die statischen Beurteilungen an einem bestimmten

Therapiezeitpunkt.

Die Expression, der fur die FCM-MRD Detektion relevanten Antigene, CD10, CD20,
CD34, CD45, TdT, CD19, unterliegt einer Therapie - abhangigen Modulation. Die
Veranderungen der Antigenexpression von leukéamischen Blasten im Verlauf der
Behandlung unter dem Einfluss der verschiedensten Chemotherapeutika kdnnen
Ausdruck einer Selektion von therapieresistenten leukamischen Subklonen sein,
konnen aber auch einer durch die Zytostatika induzierten, zellbiologischen Uber-

lebensstrategie des gesamten leukdmischen Zellklons entsprechen. Die nach den
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verschiedenen Therapiephasen durchgefiihrten durchflul3zytometrischen Unter-
suchungen der Antigenexpression und die molekularbiologischen Analysen von
isolierten, residualen Blasten mittels genomweiter Genexpressionsanalyse, dienten
dazu die Antigenmodulation auf Protein- und RNA - Niveau zu charakterisieren und
haben zur Definition eines MRD-assoziierten Antigen- und Genexpressionsprofils
(GEP) beigetragen. AulRerdem wurden diese Untersuchungen auch zur Klarung der
Ursachen und der Mechanismen der Antigenmodulationen durchgeftihrt, die unter
dem Einfluss einer, in einem Kklinischen Studienprotokoll standardisierten,
zytostatischen  Therapie, insbesondere aber unter dem Einfluss von
Glukokortikosteroiden, auftreten. Letztlich wurden so auch neue MRD-spezifische
Marker erkannt und definiert, die in Zukunft fir eine Verbesserung der

durchflu3zytometrischen MRD-Detektion eingesetzt werden kénnen.

3.0 Eigene Arbeiten und Ergebnisse

3.1 Qualitatskontrolle und Standardisierung

Die Qualitatskontrolle muss jeden pré-analytischen, analytischen und post-
analytischen Schritte der diagnostischen Prozedur erfassen und evaluieren. Im
Einzelnen bedeutet dies:

1) Die Uberprifung der Leistung des DurchfluRzytometers

2) Die Uberprifung der Probenentnahme, des Transportes und der Lagerung

3) Die Uberpriifung der Reagenzien, insbesondere der monoklonalen Antikorper

4) Die Messung der Probe, Datenaquisition, Datenauswertung und Interpretation.

In einem multizentrischen Vorhaben, missen die einzelnen Arbeitsschritte in jedem
Labor standardisiert durchgefiihrt und kontrolliert werden um die Ergebnisse
vergleichen zu koénnen. Hierfir lassen sich nach einer Standardisierung der
einzelnen Arbeitsschritte, die in einer SOP festgelegt werden, interne und externe

Kontrollverfahren anwenden.

3.1.1 Instrumenteneinstellung und Kompensation

Die Gerateeinstellung der von verschiedenen Herstellern eingesetzten Durchfluf3-
zytometer fur die MRD — Diagnostik unterscheidet sich nicht wesentlich von der fur

die diagnostische Immunphanotypisierung von akuten Leukamien und weist auch
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keine Besonderheiten gegenuber der Ublichen Immunphéanotypisierung von
Lymphozyten auf. Die linearen Verstarkereinstellungen fur die Streulichtparameter
sollen so gewéhlt sein, dass alle vorkommenden Zellen auf dem Bildschirm in einem
zweidimensionalen Punktediagramm (Dot plot) zu sehen sind, einschlie3lich kleiner
Normoblasten, myeloischer Vorlauferzellen und eosinophiler Granulozyten mit
starkem Seitwartsstreulicht. Eine logarithmische Verstarkung des Seitwarts-
streulichtes ist ebenfalls mdglich und kann den dblichen Bereich fir die Blasten
vergroRernd darstellen und somit eine Markierung mittels Software oder ein
eventuelles Gating erleichtern. Die Einstellungen der Fluoreszenzverstéarker erfolgen
auf einer logarithmischen Skala derart, dass ungefarbte Lymphozyten in allen
Fluoreszenzkanalen in der ersten Dekade positioniert werden. Hierbei ist zu
beachten, dass alle Kompensationen auf null gestellt sind. Bei der anschlieRenden
Kompensation dirfen die Verstarkereinstellungen fur die einzelnen Fluoreszenz-
kanale dann nicht mehr verandert werden. Durch die spektrale Uberlappung der
Fluorochrome ist eine Kompensation erforderlich, um die positive Reaktion mit dem
Antikdrper gegenidber dem Kontrollansatz abzugrenzen. Die einmal optimierten
Geréateeinstellungen sind bei den modernen Routinegeraten relativ stabil und lassen
sich Ublicherweise abspeichern. Fur die Uberpriifung eignen sich fluorochromierte
Latexkigelchen mit lymphozytendhnlichen Eigenschaften bezlglich Grél3e und
Fluoreszenzintensitat und/oder gefarbte Lymphozyten gesunder Kontrollspender. Die
gefarbten Antigene muissen sich gegenseitig auf der Zelloberflache der Lymphozyten
ausschlie3en (z.B. CD4, CD8 und CD19), um eine Uberlappungsfreie Auftrennung in
die verschiedenen Analysequadranten zu gewdhrleisten. Zu beachten ist, dass
schlecht hergestellte oder verfallene Fluorochchrom-Tandemkonjugate, wie z.B. PE-
Cy5 aufgrund der unerwiinschten Abstrahlung des PE besondere Probleme bereiten
kbnnen, so dass ggf. bei Chargen- oder Herstellerwechsel erneut kompensiert
werden muss. Aul3erdem weisen Tandemkonjugate oft eine erhdhte unspezifische

Bindung an myeloische und insbesondere monozytare Zellen auf.

Wie in der vorliegende Arbeit gezeigt, lasst sich die interne Qualitatskontrolle der
Instrumenteneinstellung mit Hilfe normaler Lymphozyten, die auch in jeder
leukdmischen Probe vorhanden sind, in einer multizentrischen Studie durchfihren
und liefert wertvolle Informationen Uber die einzelnen analytischen Schritte im

zeitlichen Verlauf.
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Interne Qualitatskontrolle fir die durchflu3zytomet rische Immunphanotypi-
sierung mittels normaler Lymphozyten in leukdmische n Zellproben.

Normal lymphocytes from leukemic samples as an internal quality control for
fluorescence intensity in immunophenotyping of acute leukemias.

Cytometry B Clin Cytom 70:1-9, 2006

Ratei R., Karawajew L., Lacombe F., Jagoda K., Del Poeta G., Kraan J., De Santiago
M., Kappelmayer J., Bjérklund E., Ludwig W.-D., Gratama J., Orfao A.

For the European Working Group of Clinical Cell Analysis (EWGCCA)

Zusammenfassung: In acht européischen Laboren wurden die Knochenmarkproben
von insgesamt 151 Patienten mit akuten Leukamien durchflu3zytometrisch unter-
sucht. Im einzelnen: 29 Patienten mit B-ALL, 77 Patienten mit AML, 10 Patienten mit
T-ALL und 35 Normalpersonen. Die Lymphozyten wurden entsprechend ihren
Streulichteigenschaften und der CD45-Expression markiert und hinsichtlich ihrer
gualitativen und quantitativen Expression von B- (CD19 und CD22) und T- (CD7 und
CD3) lymphatischen Merkmalen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass insbesondere
die Fluoreszenzintensitdt von CD3 auf den normalen T-Lymphozyten in einer

longitudinalen Verlaufsdarstellung als interner Qualitatskontrollparameter geeignet is

3.1.2 Datenanalyse und Interpretation

Die technischen Entwicklungen auf dem Gebiet der DurchfluRzytometrie und
Immunphanotypisierung haben dazu gefuhrt, dass die Anzahl der auf einer Zelle
gleichzeitig darstellbaren und messbaren Parameter mithilfe von Fluoreszenz
markierten Antikdrpern und den Streulichteigenschaften von ehemals drei bis vier,
heutzutage auf 10 - 12 Parameter angestiegen ist. Die Auswertung dieser
komplexen, multiparametrischen Datenmatrix erfolgt aber zumeist noch tber die
Darstellung von zweidimensionalen Grafiken der Fluoreszensintensitaten, bei denen
die unterschiedlichen Fluoreszenzen der eingesetzten mAk gegeneinander aufge-
tragen werden. Fir eine vierdimensionale Datenmatrix mit vier unterschiedlichen
mAKk benotigt man fir eine komplette Darstellung aller moéglichen Kombinationen

sechs zweidimensionale Grafiken, entsprechend den sechs dunkelroten Quadraten
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in Abbildung 5. Fur eine zwdlfdimensionale Datenmatrix, die neben den
Streulichteigenschaften, Vorwartsstreulicht und Seitwartsstreulicht, auch noch die
Fluoreszenzintensitaten von 10 unterschiedlichen Farbungen mit mAk beinhaltet,
bendtigt man aber schon 45 zweidimensionale Grafiken, entsprechend den sechs
dunkelroten und 39 grauen Rechtecken, um jede der mdglichen zweidimensionalen
Kombinationen der Farbung mit 10 Antikbrpern darzustellen.
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Abbildung 5

Anzahl von zweidimensionalen Grafiken, die fur die Darstellung aller Fluoreszenz-
Parameter in einer vier-dimensionalen (nur die 6 dunkelroten Quadrate) und 10 -
dimensionalen Datenmatrix (6 dunkelrote + 39 graue Quadrate) notwendig sind.

Um die Auswertungen und Beurteilungen dieser komplexen Datenstrukturen besser
als mit 45 zwei-dimensionalen Grafiken erfassen zu kdnnen, wurden die beiden
folgenden, prinzipiellen Arbeiten Uber die Analyse durchflul3zytometrischer Daten bei
Diagnose und im Krankheitsverlauf durchgefthrt.

Diskriminanzanalyse als Entscheidungsunterstitzungs system fir die Diagnose
von akuten Leuk&mien mit einem minimalen Antikorper Panel und

multiparametrischer Durchflul3zytometrie.

Discriminant function analysis as decision support system for the diagnosis of acute
leukemia with a minimal four color screening panel and multiparameter flow

cytometry immunophenotyping.
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Leukemia 21:1204-1211, 2007.

Ratei R., Karawajew L., Lacombe F., Jagoda K., Del Poeta G., Kraan J., De Santiago
M., Kappelmayer J., Bjérklund E., Ludwig W.-D., Gratama J., Orfao A.

For the European Working Group of Clinical Cell Analysis (EWGCCA)

Zusammenfassung:

In der vorliegenden Studie wurde die Anwendbarkeit und diagnostische Genauigkeit
eines minimalen standardisierten Vierfarb-Panels von 13 monoklonalen Antikdrpern
in einem multizentrischen Vorgehen fir die einheitliche Diagnose von Kklinisch
relevanten Subgruppen akuter Leukamien untersucht. Knochenmarkproben von 155
Patienten mit AML (n=79), B-ALL (n=29), T-ALL (n=12) und normalen
Knochenmarkspendern (n=35) wurden in acht verschieden, européaischen Laboren
untersucht. Mit der auf zusatzliche klinische, zytologische, immunhistologische,
immunologische und zytogenetische Untersuchungen gewonnen Diagnose wurde mit
Hilfe der Diskriminanzanalyse ein ,Wissen-basierter Lern-Algorithmus generiert. Der
Einsatz dieses Algorithmus an einer Lernprobe und einer Testprobe erbrachte eine
diagnostische Genauigkeit des minimalen Vierfarb-Panels fir die Differenzierung der
0.9. Leukdmie Entitaten von 97.2% (s. Abb. 6). Damit konnte gezeigt werden, dass
eine multizentrische Standardisierung der multiparametrischen Durchflul3zytometrie
maoglich ist und eine hohe diagnostische Genauigkeit fir die akuten Leukamien mit
nur sechs der 13 eingesetzten Antikdrper aus dem minimalen Vierfarb-Panel mdglich
ist.

Eine weitere Moglichkeit die Auswertung und Interpretation durchflul3zytometrischer
Datensatze objektiver und unabhangiger vom Untersucher zu machen besteht im
Einsatz von multivariaten Klassifikationssystemen. In der folgenden Arbeit wurde dies

anhand einer SVM basierten In-Silico-Detektion von MRD Zellpopulationen gezeigt.

Anwendung der automatisierten In-Silico Detektion v on Zellpopulationen in
durchfluBzytometrischen Datenséatzen fir die Diagnos tik minimaler Rest-
erkrankung bei akuten Leukamien

Automated in-silico detection of cell populations in flow cytometry readouts and its
application to leukemia disease monitoring.

Toedling, J., P. Rhein, R. Ratei, L. Karawajew, and R. Spang.

BMC Bioinformatics 7:282, 2006.
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Zusammenfassung:

Der Nachweis von sehr kleinen Zellpopulationen, wie z.B. leukamische Restblasten
nach einer Chemotherapie, im Knochenmark oder im peripheren Blut hat zunehmend
Bedeutung erlangt flr die Beurteilung des Therapieansprechens und die weitere
Therapiestratifikation. Mit den modernen Durchflul3zytometern kdénnen verlasslich bis
zu 10 -12 Variablen pro Zelle gemessen werden, die neben der Grof3e und
Granularitdt der Zelle auch die Expression von membranstandigen, aber auch
zytoplasmatischen Antigenen beschreiben. Die Analyse dieser Daten beruhte bisher
auf der visuellen Inspektion und dem manuellen Gating von ein- oder
zweidimensionalen Darstellungen dieser Daten mit ggf. anschlie3enden statistischen
Verfahren wie z.B. der Diskriminanzanalyse (s.0.). Diese Verfahren ist sehr arbeits-
intensiv und kann bei multiparametrischen Datensatzen die hochdimensionalen
Zusammenhange nicht mehr sicher Erkennen und somit zu fehlerhaften
Interpretationen flhren. Die Anwendung multivariater Klassifiaktionssysteme, wie
z.B. der ,Support Vector Machines” fir die automatische Detektion von
Zellpopulationen kann diese subjektiven, Untersucher abhangigen Einflisse der
Interpretation durchfluzytometrischer Daten umgehen und eine objektivere
Beurteilung dieser komplexen Datenséatze ermdglichen.

In dieser Arbeit wurden leukamische Zellproben von Patienten mit ALL bei Diagnose
und im Therapieverlauf mit Vierfarb DurchfluRzytometrie untersucht. Zur Analyse der
Datensatze wurden multivariate Klassifikationstechniken mithilfe von ,Support Vector
Machines” eingesetzt. Die Classifiers wurden anhand von konventionell
diagnostizierten Daten gewonnen. Wir untersuchten die Nachweisgenauigkeit des
SVM basierten multivariaten Klassifikationssystems an unabhangigen Testdaten-
satzen und die Markerexpepression von inkongruent klassifizierten Zellen. Es zeigte
sich, dass durch die SVM-Klassifikation die manuell klassifizierten Zellpopulationen
mit einer Sensitivitdt von 99,78% und einer Spezifitdt von 98.87% diagnostiziert
werden kénnen. Somit sind automatische multivariate Klassifikationssysteme fur den
Nachweis von minimaler Resterkankung in durchflu@zytometrischen, multipara-

metrischen Datensatzen potentiell geeignet.
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3.1.3 Internationaler Konsensus und Richtlinien

Fur die Erhebung von durchfluRzytometrischen Daten und die Erstellung von
Befunden in einem multizentrischen Studiensetting, ist es notwendig, dass die
Analytik zwischen den einzelnen Laboren standardisiert und abgeglichen wird, um
die Daten vergleichbar zu machen. Eine erfolgreiche, multizentrische
Standardisierung der Gerateeinstellungen und der Kompensation fur die
multiparametrische DurchfluRzytometrie konnte in Kooperation mit der European
Working Group for Clinical Cell Analysis (EWGCCA) fur die Diagnose und
Klassifikation akuter Leuk&mien durchgefiihrt werden®®. Fir die Diagnostik und
Bewertung von minimaler Resterkrankung bei ALL existierten aber bislang nur
Erfahrungen aus einzelnen Laboren, die gezeigt haben, dass die Durchfluf3-
zytometrie prognostisch unabhéngige Information liefern kann °***. Dass dies aber
auch in einem multizentrischen Vorgehen zuverlassig mdglich ist, konnte von der
Studiengruppe fur die durchflul3zytomterische MRD-Diagnostik innerhalb der AIEOP-
BFM 2000 in der folgenden Arbeit nachgewiesen werden.

Standardisierung der durchflul3zytometrischen Diagno stik von minimaler

Resterkrankung bei akuter lymphatischer Leukamie: E ine multizentrische

Bewertung ist durchfihrbar.

Standardization of flow cytometric minimal residual disease evaluation in acute
lymphoblastic leukemia: Multicentric assessment is feasible

Dworzak M.N., Gaipa G., ° Ratei R., Yeltroni M., Schumich A., Maglia O.,
Karawajew L., Benetello A., Potschger U., Husak Z., Gadner H., Biondi A., Ludwig
W.D., and Basso G.

°equally contributing

Cytometry B Clin Cytom 74:331-340, 2008.

Zusammenfassung:

In den vier kollaborierenden durchflu3zytometrischen Laboren fir die MRD-
Diagnostik im Rahmen der AIEOP-BFM-ALL 2000 Therapiestudie wurde ein
extensives Standardisierungsprogramm eingerichtet, dass neben der methodischen
Zusammenfihrung auch eine Schulung der Mitarbeiter und kontinuierliche
Qualitatskontrollen beinhaltete. Verblindete Tests zur Interpretation von 202
durchfluRzytometrischen Datensatzen im Krankheitsverlauf von 31 Patienten zeigte
eine hohe Ubereinstimmung (Korrelationskoeffizient: 0.979) zwischen den vier
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Laboren, obwohl es Unterschiede bei den eingesetzten Durchfluzyometern und der
Software zur Darstellung der Datensadtze gab. Die Konkordanz war allerdings
abhangig von der MRD-Last und war etwas niedriger in Proben bzw. Datensatzen
von Proben mit eine MRD von < 0.1%. Der Austausch von insgesamt 42 Proben mit
unterschiedlicher MRD zwischen den Laboren erbrachte eine Konkordanz von 0.98.
Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die durchfluRzytometrische
MRD-Diagnostik fur eine Bewertung im Einsatz von multizentrischen Studien,

verlasslich standardisiert werden kann

Grundlage fur die Integration der FCM-MRD in das aktuelle Studienprotokoll AIEOP-
BFM-ALL 2009 war neben der verlasslichen Standardisierung auch die Aufstellung
von standardisierten Arbeitsanweisungen (SOPs), die von allen Laboren der
einzelnen Studiengruppen (ltalien, Deutschland, Osterreich, Schweiz, Tschechien

und Israel) getragen werden

Standard Arbeitsanweisungen fiir die 26 Farb DurchfluRzytometrie zum MRD-
Nachweis bei ALL.

Standard Operating Procedure 26-color FLOW-MRD detection in ALL

Dworzak M., Basso G., Gaipa G., Ratei R., Karawajew L., Hrusak O., Bourquin J.-P.,
Lurit D.

AIEOP - BFM-A/G/S — CPH - ISPHO

version “International” 1.4 of October 16, 2009

Hier werden insgesamt 14 Arbeitsschritte der durchflul3zytometrischen, multipara-
metrischen MRD-Diagnostik aufgefthrt, im einzelnen: Probenannahme und -
Registrierung, Kalkulation des Zelleinsatzes, Bestimmung der eingesetzten mAK,
Arbeiten mit mAk-Cocktails, Geréteeinstellung und Kompensation, Aquisition bei
Diagnose und im Verlauf, Richtlinien zur Datensatzanalyse, Befundmitteilung, Intra-

und Interlabor — Qualitatskontrollen sowie die Dokumentation und Bewertung.

3.2 Sensitivitat und Spezifitdit der FCM-MRD vs. PCR

Eine der wichtigsten Voraussetzungen fur die Integration der FCM-MRD in den
Algorithmus fur die Therapiestratifikation in der neuen AIEOP-BFM-ALL 2009 Studie,
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war die genaue Analyse des Vergleiches der beiden Methoden FCM-MRD und PCR-
MRD bezlglich Sensitivitat, Spezifitat und Konkordanz.

3.2.1 Allgemeine Prinzpien und die Grenzen der Poisson-Verteilung

In der AIEOP-BFM ALL 2000 Studie fur die ALL im Kindesalter, werden die Patienten
hauptséchlich nach dem MRD-Level an Tag 33 (TP1l) und Tag 78 (TP2) der
Behandlung stratifiziert. Das MRD-Level wird durch Amplifikation klonotypischer
Immunglobulin- und T-Zell Rezeptor Genumlagerungen, die fir jeden Patienten
individuell ermittelt werden, durch RQ-PCR quantifiziert. Es konnte gezeigt werden,
dass der PCR-basierte MRD-Nachweis ein unabhangiger prognostischer Indikator
ist, der bedeutsamer ist, als die klassischen Risikofaktoren. In diesem
Zusammenhang wurde die FCM-basierte MRD-Bestimmung an einem friiheren
Zeitpunkt im Therapieverlauf, namlich schon nach zwei Wochen (Tag 15) als ein
friher Prediktor des Rezidiv-freien-Uberlebens (RFU) untersucht. Um zu verstehen,
wie beide Methoden in einem MRD-basierten klinischen Protokoll fir eine
Risikostratifikation sinnvoll eingesetzt werden konnen, wurde die Korrelation beider
Methoden in Patientendatensatzen Uberprift bei denen beide Methoden simultan

angewandt wurden.

3.2.2 FCM- MRD versus PCR-MRD

Zeitpunkt abhéngige Konkordanz der FCM-MRD und RQ-P  CR beim Nachweis
von MRD bei der ALL im Kindesalter: Erfahrungen der AIEOP-BFM-ALL
Studiengruppe

Time Point-Dependent Concordance of Flow Cytometry and RQ-PCR in the MRD
Detection in Childhood ALL: The Experience of the AIEOP-BFM- ALL MRD Study
Group.

Gaipa G., Cazzaniga G., Panzer-Grimayer R.E., Veltroni M., Karawajew L., Silvestri
D., Buldini B., Ratei R., Schrauder A., Schrappe M., Ludwig W.-D., Valsecchi M.G.,
Biondi A., Dworzak M.N., and Basso G.

Blood (ASH Annual Meeting, Oral Presentation,Abstracts), Nov 2008; 112: 700.

Zusammenfassung:
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Insgesamt wurden zwischen September 2000 und Juni 2006 3618 Knochenmark-
proben von 1570 Patienten aus ltalien, Deutschland und Osterreich (= 32.5% aller
Studienpatienten) an den Therapiezeitpunkten Tagl5 (478 Proben), Tag 33 (1570
Proben) und Tag 78 (1570 Proben) der Induktionstherapie des AIEOP-BFM ALL
2000 Studienprotokolls untersucht. Die Selektion der Patienten erfolgte lediglich nach
dem Kriterium der Verfugbarkeit von MRD-Bestimmungen mit beiden Methoden. Die
RQ-PCR wurde an mononuklearen Zellen, die nach Ficollseparation gewonnen
wurden durchgefihrt, wahrend die FCM-MRD Bestimmung nach Vollblutlyse mittels
Vierfarb-DurchfluRzytometrie mit Aufnahme und Analyse von 300.000 kernhaltigen
Zellen erfolgte. MRD-Werte > 10 wurden als ,positiv*, MRD-Werte unterhalb dieses
Schwellenwertes bei noch vorhandenem Signal als nicht mehr quantifizierbar, bei
nicht mehr nachweisbarem Signal als ,negativ‘ bezeichnet. Insgesamt ergab sich
eine qualitative Konkordanz Uber alle drei Zeitpunkte bei 2704/3618 Proben (74.7%).

Die Konkordanzen zu den einzelenen Therapiezeitpunkten sind in Abbildung 6

dargestellt.
PCR
day 15 day 33 day 78
pos neg total pos neg total pos neg total
pos 399 2 401 343 85 428 69 17 86
§ neg 67 10 77 474 668 1142 269 1215 1484
total 466 12 478 817 753 1570 338 1232 1570
Concordance 85.6%0 64.4% 81 8%
Abbildung 6

Kreuztabellen fur die Konkordanzbestimmung zwischen FCM-MRD und PCR-MRD
and den verschiedenen Kontrollzeitpunkten, Tag 15, 33 und 78 im KM. Konkordanz =
FCM- und PCR-MRD positive + FCM- und PCR-MRD negative/ Total (z.B.: Tag 15
Konkordanz: 399 + 10/478 x 100 = 85.6%)

Etwa 70% aller diskordanten Proben an allen Zeitpunkten waren Falle mit niedriger
PCR-Positivitat (Log-Stufe 10%) und negativer FCM-MRD, oder umgekehrt.
AuBBerdem wurde die Konkordanz nach den PCR-basierten MRD-Risikogruppen
untersucht. Von den 571 PCR-MRD Standardrisiko-Patienten (MRD-SR = PCR an
Tag 33 mit zwei Markern mit einer Sensitivitat von = 10 negativ) waren 515 (90.9%)
auch mit FCM-MRD an Tag 33 negativ, wohingegen an Tag 78 von 121 PCR-MRD
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positiven Hochrisiko Patienten (MRD-Werte = 10%) 59 Patienten und somit fast die
Halfte (48%) mit FCM-MRD negativ waren.

Um die Korrelation der beiden Methoden genauer zu untersuchen, wurde bei 266
Patienten die Probe an den Therapiezeitpunkten Tag 15, 33, 52 und 78 nach Ficoll-
Separation der MNCs fur die Analyse mit beiden Methoden aliquotiert und fur die
FCM-MRD Bestimmung wurden nicht mehr nur 300.000, sondern 500.000 MNCs
aquiriert. AuBBerdem wurde statt eines Vierfarb-Panels ein Siebenfarb-Panel
eingesetzt. Hierdurch konnte die Gesamtkonkordanz fir alle Zeitpunkte von 74.7%
auf 87.0% gesteigert werden.

Bei 100 Proben konnte mit keiner der beiden Methoden MRD nachgewiesen werden,
56 der Proben waren FCM-MRD negativ, aber PCR-MRD positiv (<10~ und nur 13
Proben waren PCR-MRD positv (= 10% und negativ mit FCM-MRD.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mehrere methodische Faktoren die
Konkordanz beider Methoden beeinflussen, insbesondere Probenunterschiede (erste
oder zweite Knochenmarkaspiration Aspiration), Aufarbeitung des Materials (Ficoll-
Separation mit Anreicherung von MNCs im Vergleich zu Vollblutlyse) und die Anzahl
der analysierten Zellen.

Die neueren technischen Entwicklungen in der DurchfluRzytometrie erlauben durch
die Farbung von bis zu 10 Antigenen in einem Ansatz das meist nur geringe
Probenvolumen in einer Farbung einzusetzen und nicht auf mehrere Ansétze
verteilen zu missen. Das kann zu einer Steigerung der Sensitivitdt und Spezifitat der
FCM-MRD Methode beitragen. Wenn beide Methoden entsprechend Ihrer Vor- und
Nachteile, komplementar eingesetzt werden, kann die Auswahl der MRD
Bestimmungsmethode je nach Therapieprotokoll und Therapiephase und nach den
verfugbaren Ressourcen, zur Therapieplanung und Stratifikation zum Vorteil der

Patienten eingesetzt werden.

3.2.3 FCM-Lyse versus FCM-Ficoll

Dichtegradientenzentrifugation und Erythrozytenlyse bzw. Vollblutlyse sind
Zellaufbereitungsverfahren, die in der DurchfluRzytometrie zur Isolierung von
mononukledren Zellen und zur Entfernung von Erythrozyten und Debris aus der
Knochenmark- oder der Blutprobe dienen, um deren stérenden Einfluss bei der

Farbung und der durchflu3zytometrischen Analyse zu minimieren.
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Historisch wurde zuerst die Dichtegradientenisolierung mit anschlieRender Farbung
eingesetzt. Vorteile dieses Vorgehens sind die Anreicherung der Blastenpopulation
und eine Abreicherung avitaler Zellen; Nachteile sind der Zellverlust und die
Abreicherung granulozytarer oder erythropoetischer Zellen im Vergleich zur
Vollblutmethode. Bei geringen Probenmengen (z.B. bei Kindern) hat die

Vollblutmethode aufgrund ihres geringen Zellverlustes einen wesentlichen Vorteil.

Die meisten Laboratorien, die auf dem Gebiet der Immunphé&notypisierung und FCM-
MRD Diagnostik von hamatologischen Neoplasien arbeiten, setzen fir die
Oberflachenmarkierung die Vollblutlyse Methode ein. Neben dem geringeren
Volumenbedarf ist der geringere Zeitaufwand von Vorteil. Nachteil bei der
Verarbeitung von gréf3eren Probenvolumina, insbesondere bei Knochenmark-

aspiraten, kann die unvollstadndige Lyse von erythropoetischen Vorlauferzellen sein.

Die verschiedenen Lyseverfahren kénnen zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren,
was z.B. den prozentualen Anteil von Blasten oder die Expressionsdichte bestimmter
Antigene betrifft. Aul3erdem variieren die kommerziell erhaltlichen Lysereagenzien in
ihrer Zusammensetzung je nach Hersteller erheblich und kdénnen somit auch zu
unterschiedlichen Ergebnissen beitragen. Daneben werden die hypotone Lyse oder
die auf Ammoniumchlorid basierende Lyse verwendet, die mit dem Nachteil
schlechter Streulichtergebnisse bzw. Probenstabilitat behaftet sind. Die Proben, fur
die FCM-MRD Untersuchungen im Rahmen der AIEOP-BFM ALL 2000 Studie
wurden in allen Laboren mittels eines einheitlichen Lyse-Verfahren aufgearbeitet. In
dem Vergleich zwischen beiden Verfahren zeigt sich in drei unabhangigen
Verdunnungsversuchen von Leukamiezellen in ,buffy-coats” eine hohe Konkordanz

mit einem mittleren Korrelationskoeffizienten von 0.97 (s. Abb. 6).
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Abbildung 6

Korrelation des quantitativen Nachweises von leukamischen Blasten nach Aufbe-
reitung der Proben mittel Dichtegradientenzentrifugation oder Vollblutlyse -
Verfahren. Dargestellt sind die Korrelationen der Verdiunnungsreihen 0.001 — 100%
von leukamischen Blasten in ,buffy-coats* von normalen Blutspendern. Der mittlere

Korrelationskoeffizient aller drei Verdinnungsversuche betragt 0.97.

3.3 Klinische Ergebnisse des MRD Nachweises mittels FCM

3.3.1 Beurteilung der Blastenreduktion in-vivo

Uberwachung der Therapieantwort mit FCM-MRD bei Kin dern mit akuter
Vorlaufer B-Zell Leukamie, die im Rahmen des AIEOP- BFM-ALL 2000

Protokolls behandelt werden: Pradiktiver EinfluR} de r frihen Blastenreduktion

auf den Remissionsstatus nach Induktion.
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Monitoring treatment response of childhood precursor B-cell acute lymphoblastic
leukemia in the AIEOP-BFM-ALL 2000 protocol with multiparameter flow cytometry:
predictive impact of early blast reduction on the remission status after induction.

Ratei, R., G. Basso, M. Dworzak, G. Gaipa, M. Veltroni, P. Rhein, A. Biondi, M.
Schrappe, W.D. Ludwig, and L. Karawajew.
Leukemia 23:528-534, 20009.

Zusammenfassung:

Das Ansprechen auf die Therapie ist eines der wichtigsten Kriterien fur die Prognose
der Erkrankung. In dieser Arbeit wurde der pradiktive Einflu3 der durchfluR3-
zytometrischen Quantifizierung von Blasten als absoluter Wert und als
Reduktionsrate an den frihen Therapiezeitpunkten im Blut und Knochenmark (Tag O,
Tag 8 und Tag 15) auf den Remissionsstatus nach Induktion am Tag 33 des AIEOP-
BFM-ALL 2000 Protokolls untersucht. Den starksten pradiktiven Effekt fur das
Erreichen einer nach FCM-MRD Kriterien (negativ/positiv) kompletten Remission
nach der Induktion hatte der absolute Blastengehalt am Tag 15 im Knochenmark. Bei
weniger als 17 Blasten/pl am Tag 15 im KM erreichten 50% der Patienten eine FCM-
MRD negative Remission an Tag 33, wahrend es bei mehr als 17 Blasten/ul nur 15%
waren (Odds ratio 5.6, 95% Konfidenzintervall: 4.1-7.6, p<0.001). Fir die
Blastenreduktionsrate an Tag 15 und die absolute Blastenanzahl an Tag 8 lag die
Odds ratio bei 3.8 und 2.6. In der multiplen Regressionsanalyse von 440 Patienten,
waren die absoluten Blastenzahlen im peripheren Blut an Tag 0 und 8 und an Tag 15
im Knochenmark, sowie die Blastenreduktionsrate an Tag im pB die Variablen die mit
einer Gesamt Prediktionsrate von 74.8% signifikant zur Vorhersage des
Remissionsstatus and Tag 33 im Knochenmark beitragen. Insgesamt zeigen diese
multizentrischen Untersuchungen, dass die frihe durchfluRzytometrische quantitative
Beurteilung der Blastenreduktion im pB und KM einen Einflul3 auf die Vorhersage

des Remissionsstatus nach der Induktionstherapie haben.
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3.2 Algorithmen der FCM-MRD Risikostratifizierung

Die prognostische Relevanz der MRD-Detektion bei der ALL ist unbestritten und
mehrfach fir die molekularbiologischen und durchflul3zytometrischen Nachweis-
methoden bei Kindern und erwachsenen in verschiedenen Kklinischen Therapie-

protokollen gezeigt worden %%,

Fir die molekularbiologische MRD-
Risikostratifizierung in die drei Risikogruppen, Hoch-, Intermediér und Niedrigrisiko,
haben sich im AIEOP-BFM ALL 1995 und 2000 Protokoll die Zeitpunkte nach
Beendigung der Induktionsphase 1 (Tag 33) und Induktionsphase 2 (Tag 78) als
entscheidend erwiesen.

Die FCM-MRD Untersuchungen wurden im AIEOP-BFM ALL 2000 Protokoll auch an
diesen Tagen, zusatzlich aber noch an friheren Zeitpunkten, wie z.B. Tag 15 und
Tag 8 durchgefuhrt. Um zu Uberprufen, welche Therapiezeitpunkte und welche MRD-
Level von grof3ter klinischer und prognostischer Bedeutung sind, wurden drei Risiko-
Algorithmen hinsichtlich ihrer prognostischen Relevanz untersucht.

1) Im Risikoalgorithmus 1 wurde die absolute Anzahl residualer Blasten im KM
bewertet. Nach dem Risiko-Algorithmus 1 sind Patienten die < 10 Blasten/ul an Tag
15 im KM haben und die im weiteren Therapieverlauf MRD negativ bleiben, als
Niedrigrisiko Patienten zu betrachten. Patienten die am Tag 78 einen positiven MRD
Nachweis haben sind als Hochrisiko Patienten einzustufen und alle anderen
Patienten werden der intermedidren Risikostufe zugeordnet.

2) Im Risiko-Algorithmus 2 wurde nur der Prozentsatz an residualen Blasten zum
Therapiezeitpunkt Tag 15 im KM betrachtet und die folgenden Risikogruppen
gebildet. Niedrigrisiko: < 0.1% Blasten. Intermediares Risiko: < 1% > 0.1% Blasten.
Hochrisiko: < 10% > 1.0% und sehr Hochrisiko: > 10% Blasten.

3) Bei dem dritten Risikoalgorithmus wurde wie beim 1. Risikoalgorithmus Tag 15
und Tag 78 einbezogen, aber diesmal nicht die absolute Blastenanzahl/pl, sondern
die relative Blastenanzahl, gemessen an den kernhaltigen Zellen, bewertet.
Niedrigrisiko: < 0.1%, danach negativ. Hochrisiko: Jede MRD-Positivitat an Tag 78.
Intermediares Risiko: Alle Patienten die nicht Niedrig- oder Hochrisiko sind.

Es zeigte sich, dass die Durchflul3zytometrie an den Tagen 33 und 78 gegenuber der
Molekularbiologie Nachteile hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat aufweist, die auch
mit der technischen Weiterentwicklung und Verbesserung der DurchfluRzytometrie
nicht mit den Ergebnissen der PCR als gleichwertig zu betrachten sind. Der Tag 15

hingegen stellt fir die durchfluBzytometrische Quantifizierung der Restblasten einen
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optimalen Zeitpunkt dar (s. Risiko-Algorithmus 2), der fur die Risiko- und
Therapiestratifizierung zusatzlich, oder bei nicht Verfugbarkeit der molekular-
biologischen MRD-Detektion auch als alleiniges Stratifizierungskriterium eingesetzt

werden kann.

3.3.3 FCM-MRD Risikostratifizierung im klinischen Kontext

Préadiktion des Rezidiv-Risikos bei der ALL im Kinde salter durch die
durchfluzytometrische Messung residualer Blasten a n Tag 15im
Knochenmark.

Risk of relapse of childhood acute lymphoblastic leukemia is predicted by flow

cytometric measurement of residual disease on day 15 bone marrow.

Basso, G., M. Veltroni, M.G. Valsecchi, M.N. Dworzak, R. Ratei, D. Silvestri, A.
Benetello, B. Buldini, O. Maglia, G. Masera, V. Conter, M. Arico, A. Biondi, and G.
Gaipa.

J Clin Oncol 27:5168-5174, 2009

Zusammenfassung:

Die Dynamik der Blastenreduktion ist ein Indikator fir das Ergebnis der Therapie bei
der kindlichen ALL und die Verflugbarkeit einer kostengiinstigen Bestimmungs-
methode von MRD ist von klinischer Bedeutung. Im AIEOP-BFM-ALL 2000 Protokoll
wurden die Patienten mittels PCR-MRD an den Tagen 33 und 78 anhand des PCR-
MRD Levels stratifiziert. Aul3erdem wurde der prognostische Einfluss von FCM-MRD
an Tag 15 im Knochenmark untersucht. Bei 830 Patienten wurde am Tag 15 der
Therapie, nach 14 Tagen Steroidbehandlung, einer Gabe von intrathekalem MTX,
sowie Gabe von Vincristin, Daunorubicin und Asparaginase intravends, mittels
Vierfarb-DurchfluRzytometrie die MRD-Last im KM quantifiziert.

Drei Patientengruppen mit unterschiedlichen Rezidiv-Risiken konnten identifiziert
werden. Die Standardgruppe mit einer relativen Blastenzahl von < 0.1% machte 42%
aller Patienten aus. Eine MRD-Last von 0.1 bis <10% fand sich bei 47% der
Patienten mit intermediaren Risiko und 11% der Patienten, die eine sehr hohe
residuale Blastenzahl mit > 10% aufwiesen zeigten das hochste Rezidivrisiko. Die
kumulative Inzidenz fiur das Rezidivrisiko (CIR) nach funf Jahren betrug 7.5% fur die
Standardgruppe (SE, 1.5), fur die Intermediare Gruppe 17.5% (SE, 2.1) und die
Hochrisikogruppe 47.2% (SE, 5.9). In der multivariaten Analyse fur die an Tag 15 zur
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Verfiigung stehenden weiteren Risikofaktoren zeigte, dass die durchfluf3-
zytometrische Quantifizierung der Restblasten im KM der wichtigste prognostische
Faktor fur die Vorhersage eines Rezidivs ist, mit einem zweifach, bzw. flinffach
erhohten Risko fur Intermediar und Hochrisiko-Patienten im Vergleich zu Patienten
mit <0.1% Blasten (Niedrigrisko-Gruppe) .

Diese Arbeit zeigt, dass die Messung der FCM-MRD Last an Tag 15 im
Knochenmark der wichtigste frihe Parameter fir die Vorhersage eines Rezidivs ist,
der bei nahezu allen Patienten bestimmt werden kann und PCR-MRD basierte
Untersuchungen an spéateren Therapiezeitpunkten komplementieren kann, um so

eine zusatzliche Optimierung der Therapie zu erméglichen.

3.4 Antigenmodulation leukamischer Blasten im Thera pieverlauf

Die Veranderung der Antigen-Expression des leukamischen Zellklons kann Ausdruck
einer klonalen Selektion eines schon bei Erstdiagnose bestehenden Subklons der
Leukadmie sein, oder als Modulation der Antigenexpression von leukamischen Zellen
unter dem Selektionsdruck der Chemotherapie verstanden werden. Klinische
Bedeutung erlangt die Antigenmodulation, weil diese phéanotypisch nachweisbaren
Veranderungen mit einer Resistenzentwicklung gegenliber der eingesetzten
Chemotherapie einhergehen kénnen, oder der leukamische Klon sich somit einem
Nachweis mittels FCM-MRD entziehen kann. Wir haben deshalb das Verhalten
mehrer, zur MRD-Detektion benutzten Antigene, wie z.B., CD58, CD10, CDZ20,
CD34, aber auch CD11b bezlglich ihres Verhaltens wéhrend der Therapie im
Rahmen des AIEOP-BFM ALL 2000 Protokolls untersucht. Die folgenden
Publikationen fassen diese Arbeiten zusammen und liefern eine Grundlage fir die
sichere Beurteilung der Verdnderung von MRD- relevanten Antigenen im
Therapieverlauf. Darlber hinaus ergeben sich aus diesen Untersuchungen auch
Spekulationen Uber die biologischen Reaktionen von Leukd&mien unter dem

Selektionsdruck einer Chemotherapie.

3.4.1 Vergleich leukamischer Blasten mit normalen B-Zellen

Expression von CD58 bei normalen, regenerierendenu  nd leukdmischen B-

Zellen des Knochenmarks: Implikationen fir den Nach ~ weis von MRD bei ALL
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Expression of CD58 in normal, regenerating and leukemic bone marrow B cells:
implications for the detection of minimal residual disease in acute lymphocytic
leukemia.

Veltroni, M., L. De Zen, M.C. Sanzari, O. Maglia, M.N. Dworzak, R. Ratei, A. Biondi,
G. Basso, and G. Gaipa.

Haematologica 88:1245-1252, 2003.

Zusammenfassung:

CD58 ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und wird von héamato-
poetischen und nicht - ha&matopoetischen Zellen exprimiert. Es konnte gezeigt
werden, das CD58 bei Vorlaufer B - Zell Leuk&dmien im Vergleich zu normalen B-
Zellen verstarkt exprimiert ist und deshalb potentiell fir die MRD-Detektion residualer
Blasten bei B-ALL einzusetzen ist. In der vorliegenden Studie wurde die
Anwendbarkeit und Verlasslichkeit von CD58 fiir die MRD-Detektion mittels FCM
untersucht. Es wurden 180 Knochenmarkproben von Patienten mit B-ALL bei
Erstdiagnose (8 pro - B, 164 frihe B- und 8 reife - B ALL) und 123 Verlaufsproben,
54 an Tag 15 und 69 an Tag 78, sowie 51 normale Knochenmarkproben und 7
regenerierende Knochenmarkproben von Patienten mit T-ALL an Tag 78 bzw.
Woche 12 des AIEOP-BFM-ALL 2000 Protokolls bezuglich der CD58 Expression
mittels Vierfarb - FCM untersucht.

Es zeigte sich, dass die CD58 Expression bei ALL Blasten deutlich héher war als bei
normalen B-Lymphozyten und zwischen regenerierenden B-Zellen und normalen B-
Lymphozyten kein Unterschied bestand. Bei 99.4% aller Vorlaufer B - Zell Leuk&amien
fand sich eine CD58-Expression, die bei 93.5% aller Falle im Vergleich zu normalen
oder regenerierenden B-Zellen deutlich verstarkt war. Eine signifikante Modulation
der CD58 Expression wahrend der Induktions - Chemotherapie wurde nicht
beobachtet. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass CD58 ein stabiler Marker flr
die FCM-MRD Detektion an klinisch relevanten Therapiezeitpunkten ist und keiner

wesentlichen Modulation unterliegt.
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Therapie-induzierte Modulation des Immunphanotyps b ei kindlicher ALL:

Implikationen fir den Nachweis von MRD

Drug-induced immunophenotypic modulation in childhood ALL: implications for
minimal residual disease detection

Gaipa, G., G. Basso, O. Maglia, V. Leoni, A. Faini, G. Cazzaniga, C. Bugarin, M.
Veltroni, B. Michelotto, R. Ratei, T. Coliva, M.G. Valsecchi, A. Biondi, and M.N.
Dworzak.

Leukemia 19:49-56, 2005

Zusammenfassung:

Die Beurteilung von FCM-MRD beruht auf dem Nachweis des LAIP bei Erstdiagnose
und im Krankheitsverlauf. Obwohl der LAIP bei der ALL relativ stabil nachweisbar ist,
kann es wahrend der Behandlung doch zu Veranderungen der Antigenexpression
kommen. In dieser Arbeit wurden 30 Kinder mit akuter Vorlaufer B-Zell Leukamie
hinsichtlich der quantitativen Expression von sieben Antigenen bei Diagnose und zu
verschiedenen Zeitpunkten der Induktionsbehandlung untersucht, die fir die FCM-
MRD Diagnostik eingesetzt werden. Eine Abnahme der Antigenexpression fand sich
fur CD10 und CD34 im Therapieverlauf, wahrend CD19, CD20, CD45RA und CD11a
verstarkt exprimiert wurden. Die Expression von CD58 wurde im Therapieverlauf
nicht moduliert. Trotz dieser Veranderungen der Antigenexpression konnten die
residualen leukamischen Zellen wéhrend der Behandlung anhand ihres LAIP
eindeutig von normalen B-Zellen unterschieden und getrennt werden.Diese
Ergebnisse beweisen, dass es wahrend der Induktionstherapie im Rahmen des
AIEOP-BFM-ALL 2000 Protokolls zu einer immunphéanotypischen Antigenmodulation
kommt. Der FCM-MRD Nachweis wird aber dadurch nicht beeintrachtigt, solange
adaquate Analyseprotokolle eingesetzt werden und dem Untersucher dieses

Ph&nomen bekannt ist.
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Prednisolon induziert eine immunphanotyische Modula tion von CD10 und

CD34 bei non-apoptotischen Zellen von B-Vorlauferze Il ALL

Prednisone induces immunophenotypic modulation of CD10 and CD34 in
nonapoptotic B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia cells.

Gaipa, G., G. Basso, S. Aliprandi, M. Migliavacca, C. Vallinoto, O. Maglia, A. Faini,
M. Veltroni, D. Husak, A. Schumich, R. Ratei, A. Biondi, and M.N. Dworzak..
Cytometry B Clin Cytom 74:150-155, 2008

Zusammenfassung:

Durch die Uberwachung der Therapie mittels FCM-MRD ist bekannt, dass die
Modulation der Antigenexpression bei der kindlichen akuten Vorlaufer B-Zell
Leuké&mie durch die Gabe von Steroiden wahrend der Induktionstherapie beeinflusst
wird. Um dies auch in - vitro zu zeigen, wurden die bei Diagnose entnommenen KM-
Proben auf mesenchymalen Knochenmark — Stroma - Zellen kultiviert. Die Zellen die
in - vitro weiter mit Prednisolon behandelt wurden zeigten eine signifikante Reduktion
der CD10 und CD34 Expression gegenuber Kontroll-Zellen, die ohne Prednisolon
kultiviert wurden. Die in - vitro Abnahme der CD10 und CD34 Expression unter
Steroid - Einfluss war bei den identischen Patienten mit der in - vivo Abnahme der
CD34 und CD10 Expression im KM an Tag 15 der Behandlung, vergleichbar. Die
Streulichteigenschaften und die Viabilitdt der Zellen verénderte sich unter dem
Einfluss von Steroiden nicht. Insgesamt liel3 sich somit zeigen, dass die in - vivo
beobachtete Steroid - induzierte Antigenmodulation auch in - vitro reproduziert

werden kann und mit einem Ansprechen auf die Chemotherapie einhergeht.
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3.4.2 Differentielle Genexpression nach in-vivo Prednison Exposition

Nach Induktionstherapie persistierende Blasten bei kindlicher ALL zeigen eine
Genexpression wie normale B-Zellen, verminderte Pro liferation und eine

bestimmte Expression von Oberflachenmarkern.

Gene expression shift towards normal B cells, decreased proliferative capacity and
distinct surface receptors characterize leukemic blasts persisting during induction
therapy in childhood acute lymphoblastic leukemia.

Rhein, P., S. Scheid, R. Ratei, C. Hagemeier, K. Seeger, R. Kirschner-Schwabe, A.
Moericke, M. Schrappe, R. Spang, W.D. Ludwig, and L. Karawajew.

Leukemia 21:897-905, 2007

Zusammenfassung:

Die Persistenz von leukdmischen Blasten wahrend der Behandlung ist bei der
kindlichen akuten Vorlaufer B - Zell Leukdmie von entscheidender prognostischer
Bedeutung. Da Uber die molekularen und zellbiologischen Veranderungen von nach
einer Therapiewoche noch persistierenden Blasten wenig bekannt ist, haben wir das
Genexpressionsprofil dieser Zellen bei Diagnose an Tag 0 und nach einer Woche
Therapie an Tag8, bei 18 Patienten untersucht und ein Set von Genen identifiziert,
dass differentiell exprimiert wird. Die Veranderungen an Tag 8 zeigen, dass die
Genexpression sich der von reifen B-Zellen annahert, dass der Zellzyklus inhibiert
wird und die Expression von Adhasionsmolektlen, insbesondere von CD11b und von
Zytokinen, wie z.B. CD119 verstarkt wird. Mit einem direkten Vergleich mit normalen
B-Lymphozyten, die weitgehend Therapie resistent sind, bestatigte sich der Wechsel
der Genexpression an Tag in Richtung der normalen B - Lymphoyzen. Die
duchfluBzytometrischen Analysen an Tag 8 an einer unabhangigen Kohorte von
Patienten zeigte ebenfalls eine Hochregulation von CD11lb und CD119 auf
persistierenden Blasten an Tag 8 der Therapie. Diese Verlagerung der
Differenzierung und die Veranderung der Proliferation von residualen Blasten an Tag
8 der Therapie kann fur die Persistenz der Leukéamiezellen und ihre Empfindlichkeit
gegenuber der weiteren Chemotherapie von Bedeutung sein. Aul3erdem kommen die
Marker CD11b und CD119 fur die Detektion von FCM-MRD in Frage und sollten

diesbeziglich weiter untersucht werden.
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3.4.3 Identifizierung neuer Oberflachenmarker

CD11b ist ein Marker fur Therapie Resistenz und MRD  bei akuten B -

Vorlauferzell Leukamien

CD11b is a therapy resistance- and minimal residual disease-specific marker in
precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia

Rhein, P., R. Mitlohner, G. Basso, G. Gaipa, M.N. Dworzak, R. Kirschner-Schwabe,
C. Hagemeier, M. Stanulla, M. Schrappe, W.D. Ludwig, L. Karawajew, and R. Ratei.
Blood 115:3763-3771, 2010

Zusammenfassung:

Ein wesentliches Merkmal der GEP - Veranderungen in persistierenden
leukédmischen Blasten bei akuten B-Vorlaufer Zell Leukamien nach einer Woche
Therapie, ist die konsistent erhohte mRNA Expression des Adhdasionsrezeptors
CD11b. Um die klinische Relevanz dieser Veranderung zu untersuchen, haben wir
bei 159 Patienten bei Diagnose und bei 53 Patienten im Therapieverlauf die CD11b
Protein-Expression mittels FCM analysiert und mit den Zytoreduktionsraten an
klinisch bedeutenden Therapiezeitpunkten des AIEOP-BFM-ALL 2000 Protokolls
korreliert. Bei Patienten mit CD11b Expression ist das Risiko am Tag 33 der
Induktion noch mittels FCM-MRD nachweisbare residuale Leukamiezellen im KM zu
haben gegenuber CD11b negativen Patienten flnffach erhdht. In der multivariaten
Analyse zeigte sich CD11b als unabhangiger prognostischer Faktor im Vergleich zu
anderen, klinisch relevanten Parametern bei Erstdiagnose. Unter Therapie steigt die
Expression von CD11lb bei den meisten Patienten meist in der frihen
Behandlungsphase an und bleibt wéahrend der Induktions- und Konsolidierungs-
therapie konstant erhoht. Bei mehr als 30% der MRD-positiven Patienten ist die
CD11b Expression auf den leukdmischen Blasten deutlich starker als auf normalen,
reifen B-Zellen und kann somit dazu beitragen diese Zellen in der FCM-MRD
Diagnostik besser voneinander zu unterscheiden. Somit hat die CD11b Expression
erhebliche Bedeutung fur die Prognose, das Therapieansprechen und den MRD-

Nachweis mittels Durchflu3zytometrie bei der kindlichen Vorlaufer B - Zell Leukamie.
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4.0 Diskussion und Ausblick

Bei der Behandlung von akuten Leuka&mien wird der Therapieerfolg nach der
Induktionstherapie durch das Erreichen einer kompletten Remission und nach
Vollendung der Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie durch das Ereignis-freie-
Uberleben (EFU) bestimmt. Die Remissionsbeurteilung und Quantifizierung der
Restleukdmielast nach der Induktion ist bei der Einschatzung des Therapierfolges
und der Prognose von entscheidender Bedeutung und erfolgt heutzutage mit den
folgenden Methoden, die sich hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitat im

gualitativen und quantitativen Nachweis von Restleukamie unterscheiden:

1. Die Zytomorphologie hat mit der Nachweismdglichkeit von einer
Leukamiezelle in 100 normalen Zellen (10) eine &hnliche Sensitivitat wie die

2. zytogenetische Analyse von Metaphasen-Chromosomen oder die
Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) von Interphase - und Metaphase-
kernen.

3. Die molekukarbiologischen Analyseverfahren wie z.B. die Polymerase-Ketten-
Reaktion, die qualitativ und quantitativ auf RNA- und DNA-Basis durchgeftihrt
werden kénnen, haben sich mit dem Nachweis von einer Leukamiezelle in 10°
— 10°® normalen Zellen als etwas sensitiver wie die

4. DurchfluRzytometrie (ca. 10™ - 10”°) erwiesen.

Zytomorphologie und DurchfluRzytometrie sind bei nahezu allen Leukamien zu jedem
Zeitpunkt der Remissionskontrolle anzuwenden, wohingegen zytogenetische und
molekulare Nachweismethoden bestimmte Zielstrukturen, wie z.B. chromosomale
Aberrationen, oder Leuka&mie-spezifische Genumlagerungen von T-Zell- oder B-Zell-
Rezeptorgenen voraussetzen. Die Remissionsbeurteilung und die daraus folgende
prognostische Einschatzung und Therapiestratifizierung muss daher immer die
Nachweismethode, und deren Sensitivitdt, aber auch die biologischen Voraus-
setzungen der Leukamie-Erkrankung, wie z.B. das Vorhandensein einer rekurrenten
chromosomalen Aberration, bertcksichtigen.

Die bei der ALL im Kindesalter eingesetzten Methoden zur Remissionsbeurteilung
variieren je nach Therapieprotokoll und Studiengruppe. In den von der AIEOP-BFM-
ALL Studiengruppe durchgefiihrten Therapieprotokollen wird neben der klassischen

Morphologie, vor allem die Molekularbiologie mit der Amplifizierung und dem
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guantitativen  Nachweis von individuellen, Leukamie spezifischen IgH-
Genumlagerungen angewandt®®, wohingegen in den US-amerikanischen
padiatrischen Studienprotokollen der POG und in St. Jude Hospital in Memphis
vornehmliche die FCM-MRD Methode zur Anwendung kommt>*°. Erst durch die
vorliegenden Arbeiten unserer Studiengruppe wurde die FCM-MRD Methode neben
der PCR-MRD integrativer Bestandteil des neuen AIEOP-BFM ALL 2009
Protokolls®.

Die modernen Therapieprotokolle fiir die Behandlung von akuten Leukamien fuhren
bei einem hohen Prozentsatz von Patienten zu einer klinischen und morphologischen
kompletten Remission. Trotzdem erleiden aber viele dieser Patienten ein Rezidiv der
Erkrankung, weil nicht alle Leuk&miezellen durch die Chemotherapie eliminiert
werden, sondern in geringer Menge als MRD persistieren. Die klinische und
morphologische Analyse der Remission ist daher fur die Beurteilung der Wirksamkeit
der Therapie nur von begrenzter Aussagekraft, da nur die Patienten sicher erkannt
werden kénnen, die mehr als 10 Restblasten aufweisen und damit keine komplette
Remission erreicht haben. Die hohen Remissions- und Uberlebensraten bei der
kindlichen ALL im Rahmen der ALL-BFM Studien konnten in den letzten Jahren vor
allem durch eine, an einer verbesserten und sensitiveren Remissionsbeurteilung als
der Zytomorphologie adaptierten Therapiestratifizierung, erreicht werden®"®. Die
Risikostratifizierung beruht dabei nicht mehr nur auf der morphologischen
Remissionsbeurteilung, wie z.B. der Prednison-Antwort am Tag 8 im peripheren Blut,
sondern auch auf zytogenetischen und molekularen Parametern, die bereits bei
Diagnose und im Erkrankungsverlauf erhoben werden kénnen. Dartber hinaus stellt
das Ansprechen der Erkrankung auf die initiale Chemotherapie bereits in den ersten
Behandlungswochen die Basis fur die Stratifizierung der Patienten in Risikogruppen
dar®°"%%2 pie morphologische Quantifizierung der Blastenanzahl im peripheren
Blut an Tag 8 oder an Tag 15 im Knochenmark stellen seit Jahren die wichtigsten
frihen Parameter fur den die Kontrolle des Therapieerfolges dar.

Erst in den letzten 10-15 Jahren wurde die Bedeutung der submikroskopischen
Bestimmung und Quantifizierung von Restleukamie in der frihen Therapiephase im
Blut und im KM untersucht. So hat sich gezeigt, dass die MRD-Level an Tag 33 und
Tag 78 der Therapie im Rahmen des AIEOP-BFM ALL 2000 Protokolls eine, von den
bisher etablierten Risikofaktoren wie z.B. Alter und Leukozytenzahl, unabhangige

prognostische Bedeutung haben®®. Aber auch bei der ALL des Erwachsenen konnte
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gezeigt werden, dass durch Beurteilung der Therapieantwort mittels molekularer
Methoden prognostisch relevante Subgruppen stratifiziert werden kénnen®. Seitdem
ist die molekulare Detektion von MRD bei der ALL sehr gut standardisiert und als
fester Bestandteil in der Therapielberwachung und Remissionsbeurteilung im
AIEOP-BFM-ALL 2000 Protokoll integriert®®. Im Gegensatz dazu, ist der
durchflu3zytometrische Nachweis von MRD weniger standardisiert und bislang nur

5965 obwohl er methodisch einfacher, schneller,

unizentrisch eingesetzt worden
kostengunstiger und bei nahezu allen Patienten einsetzbar ist.

Aufgrund dieser Eigenschaften wére die durchfluRzytometrische Quantifizierung von
Restleukdmie bei entsprechender Standardisierung und Qualitatssicherung die am
besten geeignete Methode das Therapieansprechen in den frihen Phasen der
Induktionsbehandlung zu Uberwachen und konnte so als Grundlage fur eine
Intensivierung oder De-Eskalation der Therapie dienen. Voraussetzung ist aber nicht
nur die Standardisierung und die Qualitatskontrolle der Methode, sondern auch ein
Vergleich mit der bestehenden molekularen MRD-Bestimmung. Die meisten Studien
zur Durchfuihrbarkeit der FCM-MRD Methode wurden unizentrisch durchgefuhrt und
mussten nicht den Herausforderungen einer multizentrischen Standardisierung, wie
sie in der AIEOP-BFM-ALL Studiengruppe vorliegen, gerecht werden. Die
Schwierigkeiten einer multizentrischen Standardisierung aller Analyseschritte zeigt
sich schon bei der Probenentnahme, Probentransport und der Lagerung. Die exakte
Quantifizierung von MRD im Knochenmarkaspirat kann z.B. davon abhangen ob die
erste, noch nicht durch pB verdinnte Probe zur FCM-MRD Analyse gelangt, oder
erst die zweite, dritte oder vierte, durch pB verdinnte Aspiration. Bei der
Aufarbeitung der Probe im Labor kommt es bei der Dichtegradientenzentrifugation im
Vergleich zur Vollblutlyse eher zu einer Anreicherung von mononukleéren Zellen, so
dass der Anteil von MRD-Blasten hier hoher ausfallen kann als bei der Vollblutlyse.
Diese Unterschiede konnten anhand der vergleichenden Analyse von
Verdinnungsreihen nach Aufbereitung mit beiden Methoden aufgezeigt werden, sind
aber bei der logarithmischen Bewertungsskala der MRD-Last nicht von

entscheidender Bedeutung.

Eine Standardisierung des eigentlichen Analyseverfahrens wirde bedeuten, dass
einheitliche Durchflulzytometer, Antikdrper-Klone und Fluorochrom-Konjugate von

allen beteiligten Laboren verwendet werden missten, was aufgrund der bestehenden
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Diversifizierung der Gerate, monoklonalen Antikérper, Fluorochrome, den 6kono-
mischen Zwéangen und den rasanten technischen und biologischen Entwicklungen
bei der Herstellung von Geraten und Antikdrpern nicht moglich ist. Au3erdem haben
vergleichende Untersuchungen mit Messungen von einheitlich préparierten und
gefarbten Proben an baugleichen Geraten gezeigt, das es auch bei gré3tméglicher
Ubereinstimmung der Analysemethoden zu Messunterschieden kommen kann. Eine
weitgehende Ubereinstimmung konnte aber fiir die zu untersuchenden Antigene und
die hierfir einzusetzenden mAk und Fluorochrom-Konjugate erreicht werden. Somit
konnte in Ringversuchen von Patientenproben, aber auch mit praparierten
Verdiinnungen von Leukamiezellen in normalem KM eine hohe Ubereinstimmung
zwischen den Laboren erreicht werden, obwohl unterschiedliche Durchflu3zytometer,
z.T. auch unterschiedliche Fluorochrom-Konjugate und auch unterschiedliche
Analyse-Software, zur Anwendung kamen. Mdoglich ist dies, weil trotz der
unterschiedlichen Geréte verschiedener Hersteller bei entsprechender Instrumenten-
einstellung und Kompensation ein gemeinsames Analysefenster in der durchflui3-
zytometrischen Datenmatrix definiert und auf jedem Gerat entsprechend eingerichtet
werden kann. Zur Einrichtung und Kontrolle dieses Analysefensters kénnen die auch
in jeder leukdmischen Probe noch vorhandenen normalen Lymphozyten oder auch in
ihrer Gro3e und Fluoreszenz standardisierte Latexpartikel als Referenzpopulation
dienen. Die zu erwartende MRD-Population kann so in Bezug zu den bekannten
Lymphozyten oder Kontrollpartikeln gebracht werden und sicher und zuverlassig
nachgewiesen werden.

Eine weitere wichtige Voraussetzung fur die Integration der FCM-MRD
Untersuchungen in das neue AIEOP-BFM-ALL 2009 Studienprotokoll war neben der
Standardisierung und Kontrolle des Verfahrens die Vergleichbarkeit der durchflui3-
zytometrischen mit der molekularbiologischen MRD-Bestimmung. In den publizierten
Arbeiten zur Vergleichbarkeit beider Methoden aus den unizentrischen Arbeits-
gruppen, waren hohe Ubereinstimmungen mit Konkordanzraten von 95% erreicht

.67  Diese hohen Konkordanzen lieRen sich in dem multizentrischen

worden
Vorgehen im Rahmen der AIEOP-BFM ALL 2000 Studie nicht erzielen und fiihrten
nach anfanglicher Verunsicherung zu einem genauen Vergleich der beiden
Methoden.

Neben den methodisch bedingten Differenzen zwischen durchfluRzytometrischem

und molekularbiologischenm MRD-Nachweis, missen auch logistische und
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mathematische Determinanten bertcksichtigt werden. Bei der molekularen MRD-
Detektion werden die auf DNA — Ebene bestehenden Leukamie-spezifischen,
individuellen Genumlagerungen der Immunglobulin-Schwerketten Gene (IgH-Gene)

des B - Zell Rezeptorkomplexes sequenziert®®®,

Die entsprechend dieser
Sequenzen erstellten Primer werden in einer quantitativen PCR fur die Amplifikation
von ggf. vorhandener Restleukamie — DNA eingesetzt. Die bei Diagnose erstellten
Primer werden in einer Verdinnungsreihe der Leukdmiezellen auf ihre Sensitivitat
getestet, die oftmals bei 10™ - 10°° liegt und somit eine Leukamiezelle in 100.000 bis
1.000 000 normalen Zellen nachweisen kann. Die im Krankheitsverlauf gewonnenen
Proben werden mit den bei Diagnose hergestellten Primern mittels quantitativer PCR
untersucht und die entstandenen Signale (Bande in der Gel - Elektrophorese oder
die Amplifikationskurve) mit der initialen Verdinnungskurve verglichen und die MRD-
Last entsprechend der initialen Verdiinnungsreihe bewertet.

Bei der durchfluBzytometrischen MRD-Bestimmung wird bei Erstdiagnose der
Erkrankung der LAIP definiert und dient im weiteren Verlauf als Orientierung fur die
Bewertung der MRD Untersuchungen. Eine initiale Verdiinnungsreihe der Leukamie-
zellen zur Untersuchung der Sensitivitat des LAIP wird nicht durchgefuhrt und das
MRD-Niveau wird auch nicht anhand des Vergleiches mit einer initialen Verdin-
nungsreihe, sondern als Prozentsatz der Leukdmiezellen an allen kernhaltigen Zellen
in der Probe, zum jeweiligen Zeitpunkt der Therapiekontrolle, angegeben. Ein
weiterer Methoden-inharenter Unterschied besteht darin, dass bei der molekularen
MRD-Bestimmung auch Leukamie-spezifische IgH-Gensequenzen aus apop-
totischen Zellen oder aus in der Probe befindlichen Debris amplifiziert werden kann
und ein positives MRD-Signal zeigen konnen, obwohl gar keine vitalen
Leukadmiezellen mehr in der Probe existieren. Bei der FCM-MRD Methode hingegen
werden apoptotische Zellen und Zelldebris mittels DNA-Farbungen von der
Auswertung ausgeschlossen.

Ein nicht zu vernachlassigender logistischer, pra-analytischer Unterschied zwischen
unizentrischer und multizentrischer Untersuchung von MRD mittels PCR und FCM
besteht darin, dass in der multizentrischen Struktur der AIEOP-BFM-ALL 2000 Studie
die Proben fir das FCM- und PCR-Labor bereits am Patienten aliquotiert werden und
oftmals Unterschiede in der Zellularitat und der Zusammensetzung der Aliquots
bestehen. Beim Versand von nur einer Probe in ein unizentrisches Labor, in dem

diese Probe zwischen FCM und PCR aufgeteilt wird, entstehen weniger
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Inhomogenitaten und die Wabhrscheinlichkeit einer guten Ubereinstimmung der
Ergebnisse beider Methoden ist wahrscheinlicher. In Versuchen mit Verdinnungs-
reihen von Leukamiezellen in normalem KM oder peripherem Blut wurden homogene
Aliquots der einzelnen Verdinnungsstufen mittels PCR und FCM untersucht. In den
einzelnen Laboren der AIEOP-BFM-ALL 2000 Studie konnten so ebenfalls hohe
Konkordanzen zwischen beiden Methoden erzielt werden.

Unabhangig von den Methoden-inhdrenten Unterschieden beider Nachweis-
verfahren, miussen grundsatzliche Modelle der mathematischen Verteilungslehre,
insbesondere der Gaul3schen Normalverteilung und der Poisson Verteilung, bedacht
werden. Im Gegensatz zur Gaul3schen Normalverteilung, die eine Wabhr-
scheinlichkeitsdichte fur haufig auftretende Ereignisse beschreibt, liefert die Poisson
Verteilung Voraussagen Uber die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von seltenen
Ereignissen. Betrachtet man die Mengenverhaltnisse von Restleukdmiezellen zu
allen kernhaltigen hamatopoetischen Zellen im Gesamtkdrper, so entspricht dies
durchaus der ,Nadel im Heuhaufen* und dem Auftreten seltener Ereignisse. Bei einer
Restleukamiekonzentration von einer Leukamiezelle in 10° normalen kernhaltigen
Zellen des peripheren Blutes in einem durchschnittlich 70kg schweren Menschen mit
einer Blutmenge von etwa vier bis funf Litern Blut und einer Leukozytenzahl von 10
Gpt/l entspricht dies etwa einer Restleukamiezellmasse von 40 - 50.000
Leukamiezellen im Gesamblutvolumen. Unter der nicht sehr wahrscheinlichen
Annahme einer idealen homogenen Verteilung der Leukamiezellen im KM und im pB
mussten sich in einer 10ml Blut- oder Knochenmarkprobe ca. 100 Leukadmiezellen
befinden. Aufgrund der mathematischen Gesetzmaligkeiten, die eine ideale normale
Verteilung seltener Ereignisse ausschliel3t und den biologischen Gegebenheiten, die
die Verteilung von Zellen in den unterschiedlichen Kompartimenten Blut und
Knochenmark bestimmen, ist es mdglich, dass in einer Blut- oder KM - Probe, trotz
der hohen Sensitivitat der Methode und trotz des Vorhandenseins von Restleukamie
im Gesamtorganismus, keine Leukamiezellen enthalten sind. Diesem Entnahme- und
Verteilungsfehler muss bei der Beurteilung der MRD-Nachweismethoden im
Einzelnen, aber auch beim Vergleich beider Methoden, Rechnung getragen werden.
Erst wenn der gesamte ,Heuhaufen* dem MRD Nachweisverfahren unterzogen wird,
kann man mit letzter Sicherheit die Nadel finden oder das Vorhandensein der Nadel

ausschliefRen.
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Dass diese Betrachtungen durchaus eine Klinische Relevanz besitzen, zeigen
Untersuchungen bei Kindern mit ALL, die ein Spatrezidiv der Erkrankung erlitten
haben. Bei diesen Rezidiven, z.T. bis zu 10 Jahren nach Ersterkrankung, war die
Leuké&mie molekular identisch mit der Ersterkrankung, obwohl die Patienten nach der
ersten Erkrankung auch mit hochsensitiven Nachweismethoden keinerlei MRD-
Nachweis hatten °,

Angesichts dieser, durch die Nachweismethoden bedingten Unterschiede und den
grundsatzlichen biologischen und mathematischen Begrenzungen der Detektion von
seltenen Ereignissen in biologischen Systemen, lasst sich konstatieren, dass zwar
mit beiden Methoden des MRD-Nachweises &hnliche Risikostratifikationen
vorgenommen werden kdnnen, dass die Patientenpopulationen aber nicht vollstandig
identisch sind. In Kenntnis dieser Unterschiede lassen sich, unter Abwagung der
jeweiligen Vor- und Nachteile beide Methoden, beide Verfahren in unterschiedlichen
Therapiephasen vorteilhaft fur die Therapieplanung und den Patienten einbringen.
Trotz der unterschiedlichen MRD-Nachweismethoden, der verschiedenen Therapie-
protokolle bei Kindern und Erwachsenen und den nationalen Unterschieden, hat man
fur die europaischen Therapieprotokolle bei der ALL eine gemeinsame Terminologie
bei der MRD-Beurteilung definiert: ,Complete MRD response”, ,MRD persistence*
und ,MRD reappearance*” sind einheitlich definierte Begriffe, die eine standardisierte
Bewertung des Therapieansprechens bei Kindern und Erwachsenen unabhéangig
vom jeweiligen Therapieprotokoll ermdglichen®®

Mit der DurchfluRzytometrie lasst sich die Blastenreduktion in der frihen Induktions-
phase viel sensitiver und spezifischer als mit der mikroskopischen Zytomorphologie
und viel schneller und einfacher als mit der PCR-MRD erfassen, so dass schon in der
Frihphase der Behandlung Therapiednderungen vorgenommen werden kdnnen. Die
Untersuchungen der frihen Parameter zur Erkennung der Blastenreduktion und des
Remissionsstatus nach der ersten Induktionsphase (Tag 33) haben gezeigt, dass der
Blastengehalt im KM am Tag 15 der Therapie am besten mit dem Therapierfolg an
Tag 33 korreliert. Der prognostische Einfluss des Blastengehaltes im KM am Tagl5
besteht aber nicht nur fir den Therapieerfolg an Tag 33, sondern auch als
unabhangiger prognostischer Faktor fiir das Ereignis-freie-Uberleben. So lassen sich
anhand des Blastengehaltes im KM an Tag 15 beziglich des Ereignis - freien
Uberlebens drei Risikogruppen unterscheiden: 1) Die Niedrig-Risiko Gruppe mit einer

Blastenkonzentration von <0.1% aller kernhaltigen Zellen und einem EFU nach 5
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Jahren von 89.8%, 2) die Gruppe mit intermedidarem Risiko, die einen Blastengehalt
von = 0.1 — 10% aller kernhaltigen Zellen und ein 5-Jahres EFU von 79.3% zeigt und
die 3) Hochrisiko-Gruppe mit einem Blastengehalt von = 10% und einem 5-Jahres
EFU von nur 46.1% °. Die FCM-MRD Untersuchungen von Coustan-Smith et al. aus
dem St. Jude Kinderkrankenhaus in Memphis haben gezeigt, dass von 248
untersuchten Kindern an Tag 19 der Therapie 46% FCM-MRD negativ waren (<
0.01%) und sich zwei Risikogruppen ahnlicher GroéRe anhand der FCM-MRD
Quantifizierung der Restblasten unterschieden lieBen °°. Erst kiirzlich konnte auch
die Children’s Oncology Group in einer umfangreichen Studie an mehr als 2000
Kindern mit ALL zeigen, dass die Quantifizierung von Restleukdmie mittels FCM-
MRD zu frUhen Therapiezeitpunkten eine gute Risikostratifizierung ermdoglicht und
insbesondere Patienten mit MRD-Negativitat an friihen Zeitpunkten eine besonders
gute Prognose aufwiesen®,

Die Risikostratifizierung anhand der Quantifizierung des Blastengehaltes an einem
entscheidenden Therapiezeitpunkt, der je nach Therapieprotokoll variieren kann, hat
sich gegeniuber den anfanglichen Risiko-Algorithmen mit Berechnung verschiedener
Schwellenwerte an verschiedenen Therapiezeitpunkten als klinisch aussagekréaftiger
erwiesen. Ahnlich wie bei der molekularen MRD-basierten Risikostratifizierung, bei
der die MRD-Level an Tag 33 und Tag 78 bertcksichtigt werden, hat man versucht
diese beiden Zeitpunkte auch bei der FCM-MRD Risikostratifizierung einzusetzen.
Da die FCM-MRD Methode aber an beiden Zeitpunkten gegentber der PCR-
Methode Sensitivitdts- und Spezifitditsnachteile hat, erwiesen sich diese, auf zwei
Zeitpunkten beruhenden Algorithmen als klinisch nicht ausreichend zuverlassig.

Der Blastengehalt im KM am Tag 15 hingegen hat sich als optimaler Zeitpunkt fiir die
FCM-MRD Quantifizierung im Rahmen des AIEOP-BFM-ALL 2000 Protokolls
erwiesen und kann zudem eine klinisch relevante und prognostische Aussage
hinsichtlich des Uberlebens liefern. Dies hat dazu gefuhrt, dass dieser
Risikoparameter in die Algorithmen zur Risikostratifizierung im neuen AIEOP-BFM
ALL 2009 Protokoll integriert wurde®.

Die ldentifizierung leukdmischer Blasten mittels FCM vor dem Hintergrund einer
normalen oder reaktiv-regenerierenden Hamatopoese nach Chemotherapie ist nur
moglich durch die Expression des LAIP auf den leukdmischen Restblasten. Im
Gegensatz zur normalen oder regenerierenden Hamatopoese zeigen leukdmische

Blasten eine Uber- oder Unterexpression von linienspezifischen Antigenen, eine
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Koexpression von myeloischen, oder eine asynchrone Expression von Merkmalen
unreifer und reifere Entwicklungsstufen der jeweiligen B- oder T-Zell Ontogenese.
Die Identifizierung und Charakterisierung der LAIP-Merkmale bei Diagnose und im
Therapieverlauf ist entscheidend fur die Identifizierung und Quantifizierung von FCM-
MRD, aber auch fir den Einsatz zielgerichteter Therapien, wie z.B. des anti-CD20
Antikérpers Rituximab“’.

So konnte gezeigt werden, dass es Antigene wie z.B. CD58"%"® und CD11b" gibt,
die bei der Erstdiagnose im Vergleich zu normalen B-Zellen auf den leukamischen
Blasten der Vorlaufer B - Zell Leuk&mien verstarkt exprimiert sind und im Therapie-
verlauf nicht moduliert werden, wohingegen andere Merkmale, wie z.B. CD19, CD20,
CD45RA und CD11a , aber auch CD10, TdT und CD34 sowohl vermindert als auch

verstarkt exprimiert werden kénnen’®

. Die Modulationen der Antigenexpression
lassen sich auch ex - vivo bei priméaren, auf mesenchymalen Stroma-Zellen
kultivierten Leuk&amiezellen nachvollziehen und bestimmten Therapie-Elementen, wie
z.B. der Verabreichung von Glukokortikosteroiden, zuordnen’®. Insbesondere die
Expression von CD10 und CD34, aber auch von TdT wird durch den Einfluss der
Glukokortikosteroide reduziert’’. Dies kann Kklinische Relevanz haben, da bei
Unkenntnis dieser Modulation, eine Fehleinschatzung des Gehaltes an leukamischen
Restblasten und eine falsche Zuordnung in eine Risikogruppe erfolgen kann. Die
prognostische Bedeutung der Quantifizierung der Blastenreduktion nach einer acht-
tagigen Vorphase mit Glukokortikosteroiden wurde von Riehm et al. bereits in den
80iger Jahren erkannt und beschrieben’®, aber die molekularen Mechanismen der
GC-induzierten zellularen Veranderungen im klinischen Kontext der 8-tdgigen GC-
Vorphase sind bislang weitgehend unbekannt geblieben und erst in letzter Zeit
untersucht worden”®®. So haben die in-vitro Untersuchungen von Tissing W.J.E. et
al. an kurzzeitig kultivierten und Steroid exponierten leukdmischen Blasten von 13
Patienten mit ALL gezeigt, dass nach drei-stindiger Inkubation keine signifikante
Anderung der transkriptionell regulierten Gene, die mit dem Affymetrix Genchip
U133A analysiert werden, eingetreten war®®. Wohl aber fanden sich 51 differentiell
exprimierte Gene nach acht-stiindiger Inkubation und GC-Exposition®. Funktionell
konnten diese Gene drei Hauptgruppen zugeordnet werden:
1) Dem MAP-Kinase Signalweg,
2) dem NF-kB Signalweg und

3) dem Kohlenhydrat Metabolismus.
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In den von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Untersuchungen wurden die
leukamischen Blasten von 18 Patienten bei Erstdiagnose und nach in-vivo Exposition
mit der acht-tagigen Prednison-Vorphase des AIEOP-BFM ALL 2000 Protokolls intra-
und inter-individuell mittels GEP, ebenfalls mit dem Affymetrix Genchip HG U133A,
analysiert und verglichen’. Hier zeigte sich, dass die am Tag 8 persistierenden
Blasten einen Genexpressionswechsel vollziehen, der dem von reifen B -
Lymphozyten entspricht und der mit einer Hemmung des Zellzyklus und einer
deutlich verminderten Proliferation einhergeht. AuRerdem konnte eine verstéarkte
Expression des zur a -Untereinheit der Integrin - Rezeptorfamilie gehdrenden
Adhasionsmolekiils CD11b und dem Zytokinrezeptor IFN-GR1 (CD119) auf den
persistierenden Blasten nachgewiesen werden. Diese mit einer verminderten
Proliferationsaktivitdt einhergehenden Veranderungen der Genexpression sind
funktionell mit einer verminderten Sensitivitdt der Zellen fiur die weitere Chemo-
therapie durchaus vereinbar und kénnten die Selektion eines therapieresistenten

Klons mit einer im weiteren Verlauf der Erkrankung persistierenden MRD erklaren.

5.0 Zusammenfassung

Die prognostische Bedeutung des Nachweises von minimaler Resterkrankung im
Krankheitsverlauf bei akuten lymphoblastischen Leukéamien im Kindesalter und beim
Erwachsenen ist in den letzten Jahren durch mehrere Studien belegt worden. Die
Kinetik der Blastenreduktion in der Induktionstherapie hat sich als prognostisch
relevant erwiesen und wird in vielen Therapieoptimierungsstudien als ein
wesentlicher Parameter fir eine risikoadaptierte Therapiestratifikation herangezogen.
Derzeit stehen drei hochsensitive und spezifische Methoden fur die Detektion von
MRD zur Verfiugung: Die multiparametrische DurchfluBzytometrie (FCM), die
Polymerase-Ketten-Reaktion von Fusionsgen Transkripten (RT-PCR) und die RQ-
PCR von Leukamie spezifischen klonalen Immunglobulin- oder T-Zell Rezeptor
Genumlagerungen.

In dieser Arbeit wird die Dynamik der Reduktion der Leukamiezellmasse und die
Detektion von MRD mittels FCM bei der ALL im Kindesalter im Rahmen einer
prospektiven Begleituntersuchung des ALL-BFM 2000 Therapieprotokolls untersucht.
Erstmals konnte fir die MRD-Detektion mittels FCM gezeigt werden, dass durch

Standardisierungs- und QualitatskontrollmaRnahmen in einer internationalen,
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multizentrischen Studie, ein sehr hohes MaR an Ubereinstimmung erreicht werden
kann. Durch die kritische Analyse und den Vergleich der Sensitivitdt und Spezifitat
der FCM-MRD Detektion mit den molekularbiologischen MRD-Verfahren mittels RQ-
PCR wurden die Grundlagen fir die klinische Korrelation der FCM-MRD Ergebnisse
geschaffen. So haben sich verschiedene Algorithmen der FCM-MRD Risiko-
stratifizierung hinsichtlich Remissionsinduktion, Ereignis freiem Uberleben (EFS) und
Gesamtiuberleben (OS) als klinisch relevant erwiesen. Dartiber hinaus liel3 sich
mittels vergleichender Genexpressionsanalysen bei persistierenden Leukamiezellen
eine verminderte Proliferationsaktivitit und die Hochregulation bestimmter
Oberflachenmerkmale feststellen. Diese Phanomene werden zum einen als mdgliche
Ursachen fur eine Therapieresistenz diskutiert werden und ermoglichen zum anderen
eine noch sensitivere und spezifischere Detektion von Leukamiezellen..

Damit zeigt diese Arbeit nicht nur die klinische Relevanz der FCM MRD-Detektion fur
die ALL im Kindesalter, sondern auch erstmals deren multizentrische Durchfihr-
barkeit. Ausserdem lie3en sich zellbiologische Ursachen fiur eine Therapieresistenz
charakterisieren, die fir eine weitere ldentifikation persistierender leuk&mischer

Zellen genutzt werden konnte.
Schlagworter:

DurchfluRzytometrie, Resterkrankung, akute lymphoblastische Leukamie,

Risikostratifizierung, Therapieansprechen
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Abstract

Recent studies have indicated a significant role for the detection of minimal residual
disease in adult and childhood acute lymphoblastic leukaemia. Blast reduction
kinetics during induction therapy have proved to be of significant prognostic
importance and are used for risk adapted therapy stratification in many studies.
Today, three highly specific and sensitive methods are available for MRD detection:
Multiparametric flow cytometry immunophenotyping (FCM), real-time quantitative
polymerase chain reaction (RQ-PCR)-based detection of fusion gene transcripts or
breakpoints, and RQ-PCR-based detection of clonal immunoglobulin and T-cell

receptor gene rearrangements.

In this study FCM was applied to analyze blast reduction kinetics and MRD within the
ALL-BFM 2000 study protocol for childhood ALL. It is shown for the first time, that a
multicentric assessment of FCM-MRD is feasible due to stringent standardization and
quality control measures. Furthermore, critical analysis and comparison of RQ-PCR
techniques with FCM were performed to build the basis for the clinical correlation of
FCM-MRD data. Several FCM-MRD based algorithms for risk stratification were
tested and proved to have a significant impact on remission induction and overall
survival. Besides, DNA microarray techniques were applied to evaluate genome-wide
gene expression patterns in persisting blast cells of individual patients yielding results
which point to a decreased proliferative capacity and increased expression of
adhesion receptors. These features may account for their persistence during therapy
and affect their sensitivity to further treatment.

Keywords

Multiparametric flow cytometry immunophenotyping, minimal residual disease, acute

lymphoblastic leukemia, risk stratification
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