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4 Zusammenfassung / Abstract 

4.1 Zusammenfassung 

Einleitung: Akute mixed phenotype Leukämien (MPAL), welche einen kombinierten 

myeloischen und lymphatisches B-/T-Zell-Phänotyp aufweisen, zeigen mehrheitlich kom-

plexe chromosomale Aberrationen. In dieser Dissertation wird eine MPAL im Kindesalter 

zum Zeitpunkt der Ersterkrankung und der Folgerezidive mit verschiedenen Methoden 

detailliert untersucht und umfassend charakterisiert. Die Aufklärung molekularer Mecha-

nismen in Leukämien mit modernen Untersuchungsmethoden eröffnet neue Möglichkei-

ten der targeted Therapie. Insbesondere Analysen der chromosomalen Imbalancen und 

der Genexpressionsveränderungen können Einblicke in die molekularen Netzwerke und 

dysregulierten Signaltransduktionswege geben.  

Material und Methoden: In Ergänzung zur Routinediagnostik wurden molekulare 

(zyto)genetische Analyseverfahren wie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), Spect-

ral Karyotyping (SKY), Microarray-basierte komparative genomische Hybridisierung 

(aCGH), Gensequenzierung, quantitative PCR und genomweite Microarray-Genexpres-

sionsanalysen angewendet, um leukämische Blasten zu den Zeitpunkten der Diagnose 

der Ersterkrankung und zweier Rezidive zu charakterisieren. Zudem erfolgte zur Expan-

sion der Probenmenge eine whole genome amplification sowie das Engraftment im muri-

nen Xenograftmodell. 

Ergebnisse und Diskussion: Die MPAL zeigt eine ausgeprägte intraleukämische klo-

nale Diversität und genetische Instabilität im Krankheitsverlauf, gemeinsames Merkmal 

scheint eine TCF3-ZNF384-Fusion als potenzielle founder Mutation und eine Amplifika-

tion von KRAS zu sein. Nach Literaturrecherche ist dies die erste Beschreibung einer 

Wildtyp-KRAS Amplifikation bei Leukämien, welche in der MPAL u.a. auch für die gene-

tische Instabilität ursächlich verantwortlich zu sein scheint. Weitere Aberrationen mit po-

tenzieller Aktivierung des RAS-Signaltransduktionsweges wurden nachgewiesen. Basie-

rend auf den molekulargenetischen Ergebnissen wurde eine second-line Therapie mit 

dem Multikinase-Inhibitor Sorafenib empfohlen, weitere Ansatzpunkte für Inhibitoren des 

gesamten MAPK-Signalweges werden diskutiert. 

Zudem offenbarten die Analysen weitere Kandidatengene: So liegt wahrscheinlich eine 

Dysregulation des Zellzyklus- (u.a. mit Nachweis einer CDKN2A-Deletion) und des 
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Apoptose-Signalweges (insbesondere bei BCL2-Überexpression und Kopienzahlzuge-

winn im Rezidiv) vor, der Einsatz von MDM2- und BCL2-Inhibitoren zur targeted therapy 

wird diskutiert. 

4.2 Abstract 

Introduction: Acute mixed phenotype leukemias (MPAL) expressing a combined mye-

loid and lymphatic B-/T-cell phenotype, show in their majority complex chromosomal ab-

errations. In this doctoral thesis, a case of pediatric MPAL was analyzed at initial presen-

tation and at subsequent relapses in detail using multiple techniques. Uncovering molec-

ular mechanisms in leukemia with modern analytical tools opens up new possibilities for 

targeted therapy. In particular, analyses defining chromosomal imbalances and gene ex-

pression changes can provide insights into molecular networks and dysregulated signal 

transduction pathways. 

Material and Methods: In addition to routine diagnostics, molecular (cyto)genetic tech-

niques such as fluorescence in situ hybridization (FISH), spectral karyotyping (SKY), mi-

croarray-based comparative genomic hybridization (aCGH), gene sequencing, quantita-

tive PCR (qPCR) and genome-wide oligonucleotide microarray analysis were used to 

characterize leukemic blasts at the points of initial disease and two relapse stages. To 

expand the sample sizes, whole genome amplification and engraftment in murine xeno-

graft model was performed. 

Results and Discussion: Pronounced intra-tumour clonal diversity and genetic instabil-

ity in the course of disease were found, common traits appear to be a TCF3-ZNF384 

fusion and a KRAS amplification. According to literature, this is the first report showing 

wild-type KRAS amplification in a leukemia, which seems to be causally responsible for 

genetic instability in MPAL. Further aberrations with potential activation of the RAS signal 

transduction pathway were detected. Based on these results, second-line therapy with 

the multikinase inhibitor sorafenib was recommended, further targets for inhibitors of the 

entire MAPK signaling pathway are discussed. 

In addition, the analyses revealed further candidate genes: there is probably a dysregu-

lation of the cell cycle (including deletion of CDKN2A) and the apoptosis pathway (espe-

cially with BCL2 overexpression and copy number gain in relapse), the use of MDM2- 

and BCL2-inhibitors for targeted therapy is discussed. 
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5 Einleitung 

5.1 Acute leukemias of ambiguous lineage: seltene Leukämien im Kin-

des- und Jugendalter 

Leukämien sind mit einem Anteil von rund 34% die häufigste onkologische Erkrankung 

im Kindes- und Jugendalter. Dabei handelt es sich in über 99% um akute Leukämien, 

welche anhand morphologischer, immunphänotypischer und molekular-zytogenetischer 

Merkmale in verschiedene Subtypen klassifiziert werden. Hierbei wird grundsätzlich die 

akute lymphoblastische Leukämie (ALL) von der akuten myeloischen Leukämie (AML) 

unterschieden. Davon hat die ALL mit rund 82% den größten Anteil an den Leukämien 

im Kindesalter, die im Erwachsenenalter häufigere AML liegt dagegen bei nur rund 15% 

vor. Sehr selten (<1%) tritt bei Kindern die chronisch myeloische Leukämie (CML) auf.1 

 Morphologie und Zytochemie 

Die Zuordnung von akuten Leukämien nach morphologischen Kriterien erfolgt mittels der 

French-American-British Working Group for Leukemia Classification (FAB). Hierbei wer-

den u.a. Zellgröße, Zellkerngröße und -form, Zytoplasmaanteil, Basophilie und Granula 

im Zytoplasma beurteilt. Die akuten Leukämien der myeloischen Zellreihe werden in M0-

M7 unterteilt, die akuten Leukämien der lymphatischen Zellreihen in L1-L3. Zusätzlich er-

folgen zytochemische Färbungen u.a. auf Myeloperoxidase (MPO) und Esterase, saure 

Phosphatase und die PAS-Färbung. In den meisten Fällen gelingt die Zuordnung zum 

AML-Subtyp bereits anhand der typischen Morphologie und Zytochemie.1 

 Immunphänotyp 

Eine zuverlässigere und effizientere Zellreihenzuordnung der Leukämiezellen wird durch 

die Bestimmung von Antigenexpressionsmustern ermöglicht. Mittels Durchflusszytomet-

rie können extra- und intrazelluläre Marker bestimmt werden, deren Expression charak-

teristisch für lymphatische oder myeloische Zellreihen ist. Darüber hinaus können anhand 

des Expressionsmusters auch Informationen zum Differenzierungsgrad der Blasten ge-

wonnen werden.2 

Die durchflusszytometrischen Analysen des leukämischen Immunphänotyps zeigen al-

lerdings auch, dass Blasten Antigene verschiedener Zellreihen koexprimieren können. Je 

nach dominierendem Antigenexpressionsmuster werden verschiedene Subtypen unter-

schieden. Die häufigste Gruppe stellen die akuten Leukämien mit einer zusätzlichen 

schwach ausgeprägten aberranten Antigenkoexpression dar: die ALL mit myeloischer 
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Antigenkoexpression und die AML mit lymphatischer Antigenkoexpression. Eine weitere, 

seltenere Gruppe von Leukämiesubtypen ist durch eine aberrante Expression von myelo-

ischen und lymphatischen Markern charakterisiert, die eine klare Zuordnung zu einer der 

beiden Reihen nicht mehr ermöglicht. Diese Leukämien werden in der Gruppe der acute 

leukemias of ambiguous lineage (ALAL) zusammengefasst. Hierzu gehören gemäß der 

WHO-Klassifikation von 20083 und 20164 (s. Abbildung 1): 

• die mixed phenotype acute leukemias (MPAL), deren Expressionsmuster Kriterien 

für zwei oder mehr Zellreihen simultan erfüllen, 

• die acute undifferentiated leukemias (AUL, Prävalenz <1%), welche keine zellrei-

hendefinierenden Marker aufweisen 

• sowie die other ambiguous lineage leukemias, welche weder die Kriterien für MPAL 

noch für AUL erfüllen 

Bis zur Veröffentlichung der WHO 2008-Klassifikation erfolgte die Einteilung der ALAL 

nach den Kriterien der European Group of Immunological Classification of Leukemias 

(EGIL) von 1995.5 Demnach wurden die MPAL noch als mixed lineage acute leukemias 

(MLAL) bezeichnet und wie folgt unterteilt: 

• die biphänotypische akute Leukämie (biphenotypic acute leukemia; BAL), bei der die 

verschiedenen Antigene gemeinsam von einer Zellpopulation exprimiert werden, 

• die bilineare akute Leukämie (bilineal acute leukemia), bei der zwei zellreihendiffe-

rente Blastenpopulationen nebeneinander nachweisbar sind und 

• die lineage switch Leukämie, bei der vor Erreichen einer Vollremission ein phänoty-

pischer Wechsel der Zellreihenzugehörigkeit beobachtet wird6 

Gemäß dem EGIL-Score wurden dabei den exprimierten, leukämieassoziierten Antige-

nen Punktwerte zugeordnet, eine MLAL musste definitionsgemäß einen Punktwert >2 für 

mindestens zwei verschiedene Zellreihen aufweisen (Abbildung 1).5,7,8 Auch in der WHO-

Klassifikation von 2001 werden die EGIL-Kriterien aufgeführt, in einer Auflage jedoch mit 

der Fehlangabe eines geforderten Punktwertes von ≥2.9 

Nach Einführung der WHO 2008-Kriterien entfiel die Unterteilung in biphänotypische, bi-

lineale und lineage switch Leukämien. Seitdem werden die MPAL anhand bestimmter 

genetischer Translokationen sowie der Zellreihen-Kombination unterteilt. Außerdem 

weicht die Bewertung der Antigenexpressionsmuster teilweise von der des EGIL-Scores 

ab. Weiterhin wurden u.a. Leukämien mit AML-spezifischen Translokationen wie t(8;21), 

t(15;17) oder inv(16) sowie Therapie-assoziierte Leukämien und Blastenkrisen bei CML 
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ausgeschlossen.3 Abbildung 1 zeigt die verschiedenen Klassifikationen mit Definitions-

kriterien im Vergleich. 

 
Abbildung 1: Vergleich der Klassifikationen & Definitionskriterien nach WHO 20083 / 20164 und EGIL5,7,8 

Die Veränderung der Klassifikationskriterien hat zur Folge, dass Leukämien, welche ge-

mäß EGIL-Score noch als BAL klassifiziert wurden, nun in vielen Fällen abweichend re-

klassifiziert werden. Jedoch auch umgekehrt werden nun Leukämien zu den MPAL ge-

zählt, die nach EGIL nicht die Kriterien einer BAL erfüllt haben. Weinberg beschreibt in 

seinem Review verschiedener Studien zu MPAL im Erwachsenen- und Kindesalter eine 

Reklassifizierung als MPAL nach WHO 2008 in nur 56% aller BAL gemäß EGIL.9 In einer 

dieser Studien von Al Seraihy et al. wurden retrospektiv 11 der 24 BAL-Fälle entspre-

chend WHO 2008-Klassifikation als ALL mit aberranter Expression reklassifiziert und 

ausgewertet.9,10 Tabelle 1 zeigt die abweichenden Daten der gleichen Fälle nach den 

unterschiedlichen Klassifikationskriterien und verdeutlicht die Schwierigkeit von Verglei-
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chen verschiedener Studien zur Gruppe der ALAL. Aufgrund der Diversität der verwen-

deten Analysemethoden und Klassifikationskriterien werden in entsprechenden Studien 

unterschiedliche epidemiologische Werte, wie z.B. für die Prävalenz angegeben. Hinzu 

kommt innerhalb der WHO-Klassifikation zunächst auch die fehlende Standardisierung 

der Immunphänotypisierung mit der Angabe von Grenzwerten für die Durchflusszytomet-

rie. Erst 2017 erfolgte die Veröffentlichung einer entsprechenden Leitlinie.11 

In den Studien lagen die Prävalenzwerte für 

MLAL im Kindesalter bei bis zu 3,7% der 

akuten Leukämien, für die enger gefassten 

Kriterien gemäß WHO 2008 ergaben sich ret-

rospektiv Prävalenzen von 1-1,8%.9,10,12–14 

Die bilineare und lineage-switch Leukämie 

sind mit einem Anteil von 6,5% und 8,7% an 

den MLAL des Kindesalters selten.13 

Auch die Angaben über die Prävalenz der 

Kombinationstypen variieren: In zwei Studien 

von werden die B-lymphoblastisch-myeloi-

schen Leukämien mit rund 58% als die häu-

figste Form beschrieben, gefolgt von der T-

lymphoblastisch-myeloischen Leukämie mit rund 30-35%.10,13 Im Gegensatz dazu fand 

eine andere Studie in 57% aller Fälle einen T-lymphoblastischen-myeloischen Immun-

phänotyp.12 In allen Studien gleich selten beschrieben (<10%) sind die kombinierten T- 

und B-Zell-Leukämien und trilineären Leukämien.10,12,13 

In der WHO-Klassifikation von 20164 wurden die Kriterien von 2008 ohne relevante Än-

derungen übernommen. Jedoch wird nun kritisch auf die unklare klinische Signifikanz von 

MPO als alleinigem myeloischen Marker hingewiesen, was bereits nach Erscheinen der 

WHO 2008-Klassifikation Diskussionspunkt vieler Veröffentlichungen war (s. Abschnitt 

5.1.4). 

 Genetik 

Die Gruppe der ALAL fällt durch eine hohe Rate an aberranten Karyotypen auf. So wur-

den in den Studien allein mit konventionellen zytogenetischen Analysen in rund 70-90% 

der pädiatrischen Fälle Chromosomenaberrationen beobachtet, 11,5 – 36,4% zeigten da-

bei komplexe Karyotypen.10,12,13,15 Den am häufigsten beobachteten chromosomalen 

Tabelle 1: Retrospektiver Vergleich der Daten nach 
EGIL- mit WHO-Klassifikation 2008 der Studie von 
Al-Seraihy et al.10 
B: B-lymphoblastisch; T: T-lymphoblastisch; My: 
myeloisch; CR: komplette Remission 
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Translokationen wurde mit der Einführung neuer Untergruppen in der aktuellen Klassifi-

kation der WHO (Abbildung 1) Rechnung getragen. Zu benennen sind die: 

• die MPAL mit Translokation t(9;22)(q34;q11.2), BCR-ABL1-positiv 

• die MPAL mit Translokation t(v;11q23), positiv für MLL-Rekombination3 

Analog zu der Gruppe der ALL ist die Frequenz der BCR-ABL1-positiven ALAL im Kin-

desalter deutlich niedriger als im Erwachsenenalter (4,4%13 vs. 25%16). Parallel dazu sind 

Rekombinationen mit Beteiligung des MLL-Gens bei MPAL im Kindesalter, vor allem im 

Säuglingsalter häufiger vorzufinden.3 So beschreiben Gerr et al.13 eine MLL-Rekombina-

tion in 10,9% der ALAL im Kindesalter (gegenüber ca. 5% bei adulten ALAL16). Außerdem 

wurden in dieser Studie unter anderem folgende genetische Veränderungen beschrie-

ben: Die Fusion ETV6-RUNX1 (t(12;21)) wurde in 16% der Fälle am häufigsten beobach-

tet, gefolgt von einer Trisomie 8 in 13,5%. Die Prävalenz aller oben genannten Translo-

kationen bei der ALAL zeigt jedoch keinen signifikanten Unterschied zur Prävalenz bei 

ALL oder AML. Beschrieben wurde, dass einige Chromosomen bei der ALAL häufiger 

von Umlagerungen betroffen sind, wie z.B. die Chromosomen 5, 7 und 12p.12 Al-Seraihy 

et al. fanden in ihrer Studie den 14q32-Lokus bei BAL mit 17% am häufigsten beteiligt.10 

In einem Review werden bisher beschriebene zytogenetischen Aberrationen bei ALAL 

zusammengefasst, alle genannten Translokationen sind jedoch nicht spezifisch für diese 

Gruppe der Leukämien.15 

Viele der beschriebenen genetischen Aberrationen lassen sich aufgrund ihrer Komplexi-

tät jedoch nicht allein durch eine konventionelle Zytogenetik charakterisieren, und auch 

die in der Diagnostik etablierte ergänzende Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist 

durch die Notwendigkeit einer spezifischen Sondenauswahl begrenzt. Zusätzliche Me-

thoden – auf der FISH aufbauende Spezialmethoden und molekulargenetische Analysen 

– können diese Ergebnisse ergänzen. So untersuchten Tassano et al.17 einen Fall von 

MPAL mittels aCGH (Microarray-based Comparative Genomic Hybridization) und Multi-

color-FISH, sie wiesen komplexe unbalancierte Translokationen mit Beteiligung der Chro-

mosomen 1p, 9p, 13q und 16q nach. 

In einer neuen Studie untersuchten Eckstein et al.18 Proben von 23 erwachsenen und 

pädiatrischen MPAL-Patienten mittels whole-exome sequencing und fokussierten sich 

auf die Sequenzen 562 krebsrelevanter Gene. In 35% der Fälle konnten sie Mutationen 

in epigenetisch regulierenden Genen, vor allem im DNMT3A, welches eine DNA-Methyl-
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transferase kodiert, nachweisen. Außerdem traten häufig Mutationen von Tumorsupres-

sorgenen wie TP53 (56%) und Transkriptionsfaktoren wie NOTCH1 (39%) und aktivie-

rende Mutationen in Genen des RAS-Signalwegs (61%) auf. Ein Teil der Mutationen 

wurde bisher sowohl bei AML wie auch ALL beschrieben, andere sind mit nur ausschließ-

lich einem Typ assoziiert, so dass keine klare lymphatische oder myeloische Abstam-

mung zu erkennen ist, wodurch die These der ALAL als eigene Entität gestützt wird.  

Des Weiteren wurden Genexpressionsanalysen zur Charakterisierung der Gruppe der 

ALAL durchgeführt. In der Studie des St.Judes Hospitals12 wurden klare Abgrenzungen 

der Expressionssignaturen der MLAL von denen der klassischen ALL und AML in 8 der 

13 Fälle beschrieben. 

Dem gegenüber stehen die Ergebnisse von microRNA-Analysen. Auf der Basis der Ex-

pressionsprofile dieser kurzkettigen Einzelstrang-RNA-Moleküle konnte eine genaue Tu-

morzellreihenzuordnung von gemäß WHO 2008 diagnostizierten ALAL zur lymphoiden 

oder myeloischen Zellreihe erfolgen, wobei die Autoren die Bewertung von MPO als al-

leinigem myeloischen Marker in der WHO 2008-Klassifikation in Frage stellen.19 

 Therapie und Prognose 

Für die Behandlung der MPAL bzw. MLAL existiert noch keine einheitliche Therapieemp-

fehlung. In den meisten Therapiestudien erfolgt die Behandlung der Patienten entspre-

chend dem dominierenden Immunphänotyp der Leukämiezellen. Die Therapieoptimie-

rungsstudie AIEOP-BFM ALL 201720 schließt die MPAL mit prädominantem lymphoblas-

tischen Phänotyp in die Studie mit ein. In der Empfehlung der Therapieoptimierungsstu-

die zur Behandlung von Kindern mit AML, AML-BFM 2004,6 wird die Therapiestratifizie-

rung der Patienten mit MPAL nach dem Vorliegen von bestimmten chromosomalen 

Translokationen, der Zytochemie, dem Immunphänotyp und der Morphologie entschie-

den. Unter Vorgabe eines Behandlungsalgorithmus wird die initiale Behandlung entweder 

gemäß eines ALL- oder AML-Therapieprotokolls empfohlen. Ein Protokollwechsel ist bei 

mangelndem Therapieansprechen indiziert bzw. zur Berücksichtigung der zweiten Leu-

kämiekomponente notwendig. Mit diesem Behandlungsregime wurde in der Studie von 

Gerr et al.13 eine Remissionsrate von 91,8% erreicht. Eine höhere Wahrscheinlichkeit 

eines ereignisfreien Überlebens (probability of event-free survival, pEFS) hat sich für die 

Gruppe mit ALL-gerichteter Therapie gezeigt (5y-pEFS 81±6% vs. 41±12% bei AML-ge-

richteter Therapie). Bei der Betrachtung dieses Ergebnisses ist die Therapiestratifikation 

aufgrund der Prädominanz des lymphatischen (Immun-)Phänotyps zu bedenken, welcher 
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generell mit besserem Outcome im Kindesalter assoziiert ist. Jedoch zeigen auch Stu-

dien, die MPAL im Erwachsenenalter einschließen, bessere Remissionsraten bei der Be-

handlung mit ALL-gerichteten Therapeutika.21 

Eine ähnliche Therapiestratifizierung wurde in der Studie des St.Judes Hospitals12 durch-

geführt, hier konnte bei 80% der initialen Therapieversager mit einer AML-Induktion durch 

Wechsel auf ein ALL-gerichtetes Induktionsregime eine komplette Remission erreicht 

werden. Durch die Berücksichtigung von wirksamen Substanzen gegen beide Zellreihen 

im initialen Therapieprotokoll (St. Jude Total XIII-B high-risk protocol) wurde in der Studie 

von Al-Seraihy (s. Tabelle 1) eine Remissionsrate von 95,8% erreicht.10 

Der Nutzen einer allogenen Stamzelltransplantation (SZT) für pädiatrische ALAL-Patien-

ten konnte bisher nicht sicher belegt werden. Übereinstimmend fanden 2 Studien kein 

verbessertes Outcome für die SZT im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie.10,22 Den-

noch wird in einer weiteren Studie bei folgenden Merkmalen die Durchführung einer SZT 

empfohlen: beim Vorliegen eines Philadelphia-Chromosoms, einer MLL-Genrekombina-

tion sowie dem Vorliegen einer bilinearen und lineage-switch Leukämie.13 Al-Seraihy et 

al.10 empfahlen außerdem die Durchführung einer SZT bei schlechtem frühen Therapie-

ansprechen, also einem Blastenanteil > 5% an Tag 15, bzw. MRD > 1% am Ende der 

Induktionstherapie. Eine retrospektive Analyse von 95 Patienten aller Altersstufen, die 

aufgrund einer MPAL eine allogene SZT nach myeloablativer Konditionierung erhielten, 

zeigte ein vergleichbares Gesamtüberleben (overall survival, OS) und leukemia-free sur-

vival (LFS) zu gematchten ALL- und AML-Gruppen jedoch bei erhöhtem Auftreten akuter 

graft-vs.-host Erkrankung (GVHD) sowie einer Tendenz zu verstärkter chronischer GVHD 

in der Gruppe der MPAL-Patienten.23 Diese Studiengruppe empfiehlt die Transplantation 

aller MPAL-Patienten. Eine weitere Studie beschrieb sogar ein besseres Outcome er-

wachsener MPAL-Patienten nach SZT im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie, so 

dass die Transplantation zumindest für Erwachsene dringend empfohlen wird.24. 

Wie bereits in Abschnitt 5.1.2 erwähnt, wurde seit Einführung der neuen Klassifikation ab 

2008 vermehrt diskutiert, welche Auswirkungen eine abweichende Reklassifikation auf 

den Therapieerfolg haben kann und welche klinische Signifikanz MPO als alleiniger 

myeloischer Marker dabei besitzt: Sowohl Al-Seraihy10 wie auch eine Studie zu akuten 

Leukämien im Erwachsenenalter25 beschreiben ein schlechteres Outcome für Patienten 

mit BAL gemäß EGIL-Kriterien, die nach WHO 2008 nicht mehr als MPAL reklassifiziert 

wurden und bedenken eine eventuell insuffiziente Therapie für diese Patientengruppe (s. 
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auch Tabelle 1). Bei Gerr et al.26 zeigte sich ein signifikant besseres Outcome MPO-

positiver Patienten (pEFS 69±6% vs. 45±10% bei MPO-Negativität). 

Eine neue retrospektive Studie stellt die Daten von B-ALL bei Kindern ohne myeloische 

Koexpression den B-ALL mit MPO-Koexpression im FACS als einzigem myeloischen 

Marker sowie den MPAL mit mehreren myeloischen Markern gegenüber: Das Ergebnis 

zeigt ein signifikant erhöhtes Rezidivrisiko sowie verringerte pEFS für die Gruppe mit al-

leiniger MPO-Koexpression gegenüber den B-ALL bei vergleichbarer Therapie. Hiernach 

schient die Klassifizierung dieser Gruppe nach WHO 2008 / 2016 als MPAL durchaus 

sinnvoll und zeigt auch laut Studie biologisch ein ähnliches Verhalten wie die MPAL mit 

mehreren myeloischen Markern.27 

Die Einführung genetischer Faktoren in die neue Klassifikation ist sicher auch richtig: So-

wohl das Vorliegen eines Philadelphia-Chromosoms (t(9;22)), welches immer eine The-

rapie mit Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI) zur Folge haben sollte, als auch einer MLL-

Rekombination scheinen auch bei ALAL mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu 

sein. Prognostisch günstig ist dagegen das Vorliegen weiterer Aberrationen bei ALAL: 

Für die Trisomie 8 wurde mit 86±13% eine höhere pEFS beschrieben (vs. 47± 8% ohne 

Trisomie 8). Auch die pEFS von Kindern mit ETV6-RUNX1-positiver ALAL lag mit 100% 

signifikant höher als ohne Fusionsgen (57±6%).13 

Aufgrund der inhomogenen Verteilung bei Anwendung verschiedener Klassifikations- und 

Einschlusskriterien lassen die Studien bisher keine allgemeingültige Therapieempfehlung 

zu. In der neuesten Studie lag die pEFS von Kindern mit MLAL bei 62±5% (5y-pEFS). 

Die pEFS ist vergleichbar mit denen einer Standard-Risiko (SR)-AML (pEFS 63±4%), 

jedoch ist die Prognose deutlich schlechter als bei der SR-ALL (pEFS 90±1%). Auch die 

Rezidivrate liegt mit 21±4% zwischen denen für AML (33±2%) und ALL (16±1%). Jedoch 

zeigen sich in einzelnen Untergruppen deutliche Abweichungen, aus denen prognosti-

sche und Risikofaktoren für die ALAL abgeleitet werden können: Ebenso wie bei ALL und 

AML ist für die ALAL das Ansprechen auf die Initialtherapie prognostisch von großer Be-

deutung. Für Patienten mit prednisone-good-response wird eine pEFS von 91±5% (vs. 

28±16% pEFS bei prednisone-poor-response) beschrieben.13 Eine weitere Studie gibt für 

Patienten mit <5% Blasten an Tag 15 eine pEFS von 90,9% an, Patienten mit >5% Blas-

ten zeigten eine pEFS von nur 48%.10 Die Kontrolle des Therapieansprechens erfolgt 

über die Bestimmung des Blastenanteils im KM-Ausstrich und der Last der leukämischen 

Restzellen (Minimal Residual Disease, MRD) mittels durchflusszytometrischer Immun-

phänotypisierung oder quantitativer PCR zu definierten Zeitpunkten der Therapie. 
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Der Immunphänotyp hat ebenfalls Einfluss auf die Prognose. So lag bei Gerr et al.13 die 

pEFS für Kinder mit einer bilinearen bzw. lineage-switch Leukämie deutlich unter der bei 

BAL (pEFS 33±19% und 38±17% zu 67±6%). Die höchste pEFS in dieser Studie hatten 

Kinder mit BAL mit B-lymphoblastisch-myeloischem Phänotyp (pEFS 74±7% zu 53±10% 

bei T-lymphoblastisch-myeloischer BAL). 

In allen Studien konnte keine prognostische Relevanz für Hyperleukozytose und ZNS-

Befall nachgewiesen werden, wahrscheinlich haben Kinder <2 Jahren ein schlechteres 

Outcome als Kinder >2 Jahren (pEFS 40±15% vs. 65±5% 13). In einer Studie zu adulten 

BAL wurde erstmals beschrieben, dass ein komplexer Karyotyp mit einer signifikant re-

duzierten Überlebensrate einhergeht.28 Daten, die diese Ergebnisse für pädiatrische Fälle 

belegen, wurden bisher noch nicht veröffentlicht. 

5.2 Fallpräsentation einer MPAL und Vorarbeiten 

In Vorarbeiten zu dieser Dissertation wurden die komplexen genetischen Veränderungen 

der Ersterkrankung einer MPAL im Rahmen der leukämischen Routinediagnostik in 

Grundzügen analysiert. Die Erstdiagnose einer Leukämie wurde 2009 bei einem 6-jähri-

gen Mädchen gestellt, welches durch rezidivierende Bauchschmerzen, Fieberschübe 

>39 °C, Erbrechen und Durchfall auffiel. Klinisch wurde eine Hepatosplenomegalie diag-

nostiziert, das Blutbild zeigte eine Leukozytose (22.000 /µl), Thrombozytopenie (40.000 

/µl) und laborchemisch lagen erhöhte Zellzerfallsparameter vor (Harnsäure 7,1 mg/dl, 

LDH 3374 U/l). Wegen des Verdachts auf eine Leukämie mit 67% Blasten im Blut wurde 

eine KM-Punktion durchgeführt. 

 Morphologie und Immunphänotyp 

Die zytologische Untersuchung des Knochenmark(KM)-

Punktats im hämatologischen Labor der Klinik für Pädiat-

rie m.S. Onkologie und Hämatologie der Charité bestä-

tigte die Diagnose einer AML (FAB M2 ohne Auerstäb-

chen). Zytochemisch zeigte sich eine MPO-Positivität (s. 

Abbildung 2). Die Zellkerne wiesen jedoch zusätzlich 

lymphatische Charakteristika auf. Ein Befall des ZNS 

wurde ausgeschlossen. 
Abbildung 2: Knochenmark-Aus-
strichpräparat mit Myeloperoxi-
dase-Positivität der Blasten 
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In der Durchflusszytometrie (Medizinische Hochschule Hannover) wurde die Koexpres-

sion von myeloischen und lymphatischen Marker nachgewiesen, die genauen Daten sind 

in Tabelle 2 zusammengestellt. 

Tabelle 2: Zytochemie, Immunphänotyp und Zytogenetik sowie weitere klinische Parameter von Ersterkran-
kung und Erstrezidiv 

 

Die Ersterkrankung erfüllt sowohl nach EGIL die Kriterien einer BAL als auch nach neuer 

WHO-Klassifikation die einer MPAL (B/myeloisch, NOS).  

Das Erstrezidiv, welches ein Jahr nach der Erstdiagnose auftrat, zeigte hingegen einen 

veränderten Phänotyp: Bei nun MPO-Negativität wäre die Leukämie allein betrachtet 

keine MPAL mehr, aufgrund des lineage-switch wird die Erkrankung jedoch weiterhin zu 

MPAL bzw. ALAL gezählt. 

 Therapieverlauf 

Aufgrund der dominanten myeloischen Komponente der Ersterkrankung wurde eine Po-

lychemotherapie gemäß dem Studienprotokoll AML-BFM 2004 im Hoch-Risiko-Arm be-

gonnen (s. Abbildung 3). An Tag 15 zeigte sich ein gutes morphologisches Ansprechen 

auf die Therapie. Bereits bei der Kontrolle vor dem zweiten Therapieblock konnte eine 

Erstremission im Knochenmark festgestellt werden. Zur Berücksichtigung der lymphati-

schen Komponente entschloss man sich nach drei AML-gerichteten Therapieblöcken zur 
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Applikation von 4 Blöcken aus dem Hochrisi-

kozweig des ALL-BFM 2000-Protokolls. Die 

Therapie wurde von der Patientin weitestge-

hend komplikationsarm toleriert. Bei anhal-

tender Remission wurde eine orale Erhal-

tungstherapie mit Kombination beider Proto-

kollelemente eingeleitet. 

Gut ein Jahr nach Erstdiagnose wurden in 

Routinekontrollen erneut Blasten im periphe-

ren Blut nachgewiesen. In der Knochen-

markpunktion bestätigte sich der Rezidivver-

dacht. Da nun -wie in Abschnitt 5.2.1 bereits 

beschrieben- der lymphatische Phänotyp do-

minierte, wurde eine Rezidivtherapie gemäß 

ALL-REZ 2002 Protokoll eingeleitet. Bei Re-

mission nach dem F2-Block kam es aufgrund 

einer Infektion, Lebersynthesestörung sowie 

schwer einstellbarer Schmerzsymptomatik 

wiederholt zu Therapieverzögerungen. Nach 

Abschluss des Protokolls II-IDA wurde erneut 

ein Blastenanstieg festgestellt. Aufgrund der 

zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Ergebnisse des Projektes wurde zusätzlich zu einem 

Abbildung 3: Therapieverlauf und Knochenmark (KM)-
Diagnostik: 

KM 0: aplastisches Knochenmark, KM 1: Regenerations-
mark, KM 3: Blastenreiches Mark, MRD: minimal residual 
disease, 6-MP: 6 Mercaptopurin, MTX: Methotrexat, ARA-
C: Cytarabin, TIT: Tripletherapie intrathekal, Clo: Clofara-
bin, Cyc: Cyclophosphamid, ETO: Etoposid, MMD: mis-
match donor, PBSCT: periphere Blutstammzell-transplanta-
tion, p.o.: per os, s.c.: subkutan, ith.: intrathekal 

Proben:      KM-Entnahme,       in Analysen verwendet. 

Farbgebung zeigt Therapieprotokoll der Blöcke an: rot: 
AML-BFM 2004 (Hochrisiko-Blöcke: ADxE1, HAM, AI, Er-
haltungstherapie mit ARA-C i.th)), blau: ALL-BFM 2000 
(Hochrisikoblöcke HR1-3, Protokoll II sowie Erhaltungsthe-
rapie mit 6-MP und MTX p.o., TIT ith.), gelb: ALL-REZ 
BFM 2002 (F2, Prot.II-IDA, Prot.II-DNX), grün: individuali-
sierte Therapie (Sorafenib, Clo/Cyc/Eto), grau: SZT BFM 
2007 MMD. 
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modifizierten Protokoll II-Daunoxome der Multi-Kinase-Inhibitor Sorafenib verabreicht. 

Funktion und Auswahl dieses Medikamentes werden in Abschnitt 8.2.4 genauer beschrie-

ben. 

Wegen weiterhin bestehender Blastenpersistenz erfolgte anschließend eine Intensivie-

rung der Therapie mit einem Block CCE (Cyclophosphamid, Clofarabin, Etoposid). In an-

haltender Aplasie erfolgte schließlich die Verlegung auf die pädiatrische Stammzelltrans-

plantationsstation. Nach Konditionierung gemäß SZT-BFM 2007 erfolgte die allogene 

Stammzelltransplantation von einem unverwandten mismatch-Spender. 

Leider zeigte sich an Tag 30 nach SZT ein erneutes Rezidiv, an dem die Patientin kurze 

Zeit darauf verstarb. Abbildung 3 gibt den gesamten Therapieverlauf mit Angabe der Kno-

chenmarksdiagnostik (Morphologie, PCR-MRD) wieder. Für die MRD-PCR-Diagnostik 

(mininmal residual disease, residuelle Leukämiezellen) konnte ein leukämiespezifischer 

IgH-Marker (klonale Umlagerung der schweren Immunglobulinkette) identifiziert und ge-

nutzt werden. Die Analysen erfolgten im abteilungsinternen Referenzlabor (Leitung: PD 

Dr. rer. medic. Cornelia Eckert). 

 Genetik 

Die ersten tumorgenetischen Untersuchungen der 

Ersterkrankung auf das Vorliegen häufiger rekur-

renter Chromosomenaberrationen erfolgten im Re-

ferenzlabor des Universitätsklinikums Gießen und 

Marburg. Dort wurden mittels FISH die Fusionen 

BCR-ABL, RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) und 

ETV6-RUNX1 sowie eine MLL-Rekombination 

ausgeschlossen. Jedoch wurde eine monoalleli-

sche Deletion des ETV6-Genlokus auf dem Chro-

mosom 12(p13) nachgewiesen (s. Abbildung 4). 

Die konventionelle Chromosomenanalyse (Karyoty-

pisierung) wie auch die anschließenden moleku-

larzytogenetischen Analysen wurden durch die Ab-

teilung für Tumorzytogenetik des Instituts für Medi-

zinische Genetik und Humangenetik der Charité durchgeführt. Diese Chromosomenana-

lyse zeigte zunächst einen aberranten Karyotyp mit chromosomalen Translokationen un-

ter Einbeziehung der kurzen Arme eines Chromosoms 12 und eines Chromosoms 18 mit 

Abbildung 4 : Heterozygote Deletion des 
ETV6-Lokus 

Heterozygote ETV6-Deletion in 70 von 100 
der Interphasekerne und 19 von 25 Metapha-
sen (ETV6 (TEL) (12p13) break probe) 
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jeweils unterschiedlich erscheinenden Bruchpunkten in Subklonen, die entsprechenden 

Karyogramme sind in Abbildung 5 dargestellt. 

Um diese Translokationen zu spezifizieren, wurden FISH-Analysen mit Whole Chromo-

some Painting (WCP)-Sonden für die Chromosomen 12 und 18 durchgeführt. Diese be-

stätigten die Translokation t(12;18) wie in der Metaphase-FISH in Abbildung 6 A zu er-

kennen, zusätzlich konnte weiteres Material von Chromosom 12 auf Chromosom 19 er-

kannt werden. In einer erneuten Begutachtung ließ sich dieses derivative Chromosom 19 

-überwiegend kryptisch- auch in den meisten Karyogrammen (s. Abbildung 6 B und C) 

erkennen. Die Bandenmuster sprachen für das Vorliegen einer Translokation t(12;19) mit 

Bruchpunkten jeweils im distalen Bereich der kurzen Arme der Chromosomen und ließ 

an die Möglichkeit einer TCF3-ZNF384-Fusion denken. In einer Zelle (hier nicht darge-

stellt) wurde diese Translokation als wahrscheinlich einzige Veränderung gesehen, die-

ses spricht für sie als primäre Veränderung. 

Abbildung 5: Karyogramme der Ersterkrankung 

Darstellung der verschiedenen derivativen Chromosomen 12 und 18 (rot markiert) 
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Zum Diagnosezeitpunkt wurde in der Literatur eine solche TCF3-ZNF384-Fusion erst ein-

malig beschrieben: 2008 bei einem 5-jährigen Jungen mit einer akuten lineage switch 

(lymphatische zu myeloischer) Leukämie, in welcher sich zusätzlich eine Kolokalisation 

von TCF3 mit NOL1 sowie Aberrationen weiterer Chromosomen zeigten. Der Patient ver-

starb nach Stammzelltransplantation.29 

TCF3 auf Chromosom 19p13.3 kodiert für den humanen Transkriptionsfaktor 3 und ist 

häufiger Translokationspartner in ALL. So lässt sich t(1;19)(q23;p13) mit Bildung einer 

TCF3-PBX1-Fusion in ca. 5% aller ALL nachweisen, weitere Translokationspartner sind 

HLF bei t(17;19)(q22;p13) sowie FB1 bei inv(19)(p13q13).29,30 

ZNF384 auf Chromosom 12p13 kodiert für das Zink Finger Protein 384. 2016 und 2017 

wurden zwei Studien veröffentlicht, die die Frequenz von ZNF384-Translokationen bei B-

Vorläuferzell-Leukämien (B-cell progenitor, BCP) im Kindesalter mit von ca. 2,9% bzw. 

4,1% angeben. Übereinstimmend berichten sie von einer überwiegend myeloischen 

Koexpression im Immunphänotyp von CD13 und/oder CD33 bei gleichzeitig negativer 

oder schwacher CD10-Expression. Häufigster Translokationspartner war TCF3 in 1,7% 

bzw. 2,4% Fällen der BCP-Leukämien – davon einer bei einer MPO-positiven Leukämie 

und somit MPAL. Weitere beschriebene Fusionspartner waren EWSR1 (t(12;22)), EP300 

Abbildung 6: Bestätigung t(12;18) und Entdeckung einer Translokation t(12;19) 

[A] Metaphase der Ersterkrankung mit WCP12 und WCP18, roter Pfeil markiert grünes Signal auf Chromosom 19 
[B] Karyogramm mit erkennbaren der(19) [C] Vergrößerung der Chromosomen 19 mit schematischer Darstellung 

einer möglichen Translokation t(12;19) 
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(t(12;22)), TAF15 (t(12;17)), CREBBP (t(12;16)) und ARID1B (t(6;12)). Während die Pa-

tienten sich zum Endpunkt einer Studie in anhaltender Remission befanden, beschrieb 

die andere eine signifikant schlechtere Steroidresponse und Einstufung in höhere Risiko-

gruppen für die TCF3-ZNF384-positiven Patienten sowie eine Tendenz zu verringertem 

5y-EFS und OS.31,32 

In den Proben der MPAL wurde durch Hybridisierung von Sonden für den TCF3-Lokus 

die Translokation des distalen Anteils des TCF3-Lokus auf Chromosom 12 nachgewiesen 

(s. Abbildung 7). Zusätzlich zeigte die Färbung auch Amplifikationen des distalen Son-

denanteils auf den Chromosomen 12 und 18 und gab erste Hinweise auf das Vorliegen 

chromosomaler Imbalancen. 

Mittels aCGH (durchgeführt durch das Institut für Medizinische Genetik und Humangene-

tik der Charité, AG Array-CGH, s. Abschnitt 6.5.10) wurde das Vorliegen solcher Imba-

lancen bestätigt und präzisiert; weitere bisher nicht bekannte Aberrationen wurden ge-

zeigt. Zur Eingrenzung, inwiefern die nachgewiesen chromosomalen Imbalancen in ei-

nem Zusammenhang mit der Tumorgenese stehen könnten, wurden die aCGH-Daten 

durch Dr. Dr. T. Heiden (AG Seeger) hinsichtlich aller von Imbalancen betroffenen Gene 

ausgewertet. Zunächst wurde die Liste der Gene mit Copy Number Aberrations (CNA) 

unter Verwendung des Programms „GeneCodis 2.0“33,34 analysiert, welches Genlisten 

verschiedenen Signalwegen gemäß KEGG35–37 und weiteren biologischen Funktionen 

zuordnet. Hier zeigte sich eine signifikante Anreicherung mehrerer Gene mit Kopienzah-

länderungen, deren Proteinprodukte in den KEGG Pathways in cancer (Pic)35–37 aufge-

führt sind und an einer Tumorentstehung beteiligt sein können. Ergänzt wurden diese 

Abbildung 7: FISH-Analyse mit TCF3 Break Apart Sonde – Splittung und Amplifikation TCF3 
Links: Interphase, rechts: Metaphase mit den derivativen Chromosomen 12, 18 und 19, Färbung mit TCF3 Break 

Apart Sonde der Firma DAKO 
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Gene durch den Abgleich der CNA mit einer Liste potenziell krebsrelevanter Gene aus 

folgenden (teilweise aktuell nicht mehr zugänglichen) Quellen: 

• http://www.genome.jp/kegg/disease/cancer.html 

• http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census/ 

• http://waldman.ucsf.edu/GENES/a_genes.html 

• http://122.165.25.137/bioinfo/cancerdb/ 

• http://host13.bioinfo3.ifom-ieo-campus.it/ncg/ 

• http://nesg.org:9090/HCPIN/download/AllPathwayProteins.txt 

• http://www.netpath.org/browse 

• http://atlasgeneticsoncology.org//Forms/cytoentities1.html 

Als Kandidatengene mit poten-

ziell leukämogener Rolle in der 

Erkrankung wurden 13 Gene 

herausgesucht, welche in Ab-

bildung 8 im jeweiligen aCGH-

Profil dargestellt werden. Diese 

Analyse wurde später wie in 

Abschnitt 6.6 beschrieben aus-

geweitet. 

Auffällig war hierbei der Zuge-

winn von KRAS (v-Ki-ras2 Kirs-

ten rat sarcoma viral oncogene 

homolog) im Bereich des am 

stärksten amplifizierten Peaks 

des aCGH-Profils auf Chromo-

som 12p12.1). Das KRAS-Gen 

kodiert für ein Protein der RAS-

Familie, welche aktivierend u. a. auf Proliferation wirken. Somatische Mutationen der 

RAS-Gene führen zu sogenannten RASopathien mit kardialen Defekten, Wachstumsstö-

rung, fazialen Dysmorphien, kognitiven Defiziten sowie Malignomprädisposition.38 

Viel häufiger sind jedoch Mutationen in Malignomen, so sind in 30% der menschlichen 

onkologischen Erkrankungen RAS-Mutationen nachweisbar. Das onkogene Potential 

von RAS-Mutationen wurde in diversen Studien belegt. Aktivierende KRAS-Mutationen 

Abbildung 8: aCGH-Profil und potenziell leukämogene Kandida-
tengene in der Ersterkrankung 

Auschnitte der aCGH-Profile der von Imbalancen betroffenen Ab-
schnitte der Chromosomen 9, 12, 18 und 19. Die 13 ausgewählten Kan-
didatengene sind mit ihrer Lage vermerkt. Rot: Verlust, grün: Zugewinn 
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(mutKRAS), am häufigsten single-point Mutationen in den Codons 12,13,61, treten meist 

bei soliden Malignomen auf, so sind sie bei Karzinomen des Pankreas (Prävalenz 90%) 

und des Kolons (50%) beschrieben.39 

Deutlich seltener werden KRAS-Amplifikationen beobachtet: Am häufigsten treten diese 

bei Ösophagus-Karzinomen (17%), Magenkarzinomen (CIN+) (13%) und Ovarial-Karzi-

nomen (10%) auf und sind dort mit einer erhöhten Metastasierungsrate sowie schlechtem 

OS assoziiert.40 

Auch bei Leukämien sind RAS-Mutationen bekannt: So treten Punktmutationen von 

KRAS in ca. 14% der ALL im Kindesalter auf und sind häufig mit erhöhter Chemothera-

pieresistenz, frühem und meist ZNS-positivem Rezidiv sowie reduziertem OS assoziiert. 

Insbesondere sind sie bei ALL mit B-Phänotyp, einer t(4;11) oder BCR-ABL-Transloka-

tion sowie Leukämien mit aberranter Chromosomenzahl (hypo- und hyperdiploid) nach-

zuweisen. ALL mit mutKRAS werden überproportional der Hochrisikogruppe zugeordnet, 

jedoch lässt sich aus dem Vorliegen bisher keine prognostische Signifikanz ableiten.. Re-

zidivierte ALL weisen sogar in rund 44% aktivierende Mutationen des RAS-Signalweges 

auf.41–45 

Auch in AML werden regelmäßig RAS-Mutationen in 18,5-21% der Fälle beobachtet, hier 

sind sie mit einem M4/M5-Phänotyp und spätem Rezidiv assoziiert.46,47 Für die Gruppe 

der MPAL wurden missense-Mutationen für KRAS, NRAS und PTPN11 nachgewiesen.48 

Auch in der Studie zu ZNF384-Translokationen werden vermehrt aktivierende Mutationen 

von Genen der RAS-Familie beschrieben.32 Jedoch finden sich in der Literatur bisher 

keine Angaben zu Wildtyp-KRAS-Amplifikationen bei Leukämien, so dass dieser Befund 

in der hier untersuchten MPAL ein Novum darstellen würde. 

Aufgrund dieser komplex erscheinenden Chromosomenaberrationen wurden in Zusam-

menarbeit der AG Seeger aus der Klinik für Pädiatrie m.S. Onkologie und Hämatologie 

der Charité in mit dem Institut für Medizinische Genetik und Humangenetik der Charité 

genauere tumorgenetische Analysen der MPAL initiiert, die Inhalt der vorliegenden Arbeit 

sind. 

5.3 Fragestellung und Ziele der Promotionsarbeit 

Die MPAL stellen eine seltene, heterogene Entität der akuten Leukämien im Kindesalter 

dar, deren Genese weitgehend ungeklärt ist. Das initiale Ziel der Promotionsarbeit war, 

aufbauend auf den umfangreichen Vorarbeiten, die gefundenen komplexen genetischen 

Veränderungen einer MPAL genauer zu charakterisieren und deren mögliche Bedeutung 
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in der Leukämogenese auch in Hinblick auf das Zusammenwirken verschiedener be-

troffener Signalwege zu diskutieren. Ein weiteres Ziel sollte sein, die zugrunde liegenden 

(molekular-)zytogenetischen Untersuchungen mit Genexpressionsanalysen zu ergän-

zen, um letztlich die Wahl von gezielt wirkenden Medikamenten zu ermöglichen. 

Aufgrund des rasch rezidivierenden Verlaufs der Erkrankung noch während der Disser-

tation wurden die Analysen auch auf Leukämiezellproben der jeweiligen Rezidivzeit-

punkte ausgeweitet. Anhand der gewonnenen Ergebnisse soll die Entwicklung der Er-

krankung in Bezug auf genetische (In-)Stabilität betrachtet werden. Zusätzlich bietet die 

Vielfalt der eingesetzten Verfahren die Möglichkeit des Vergleiches in Hinblick auf tumor-

genetische Analysen als Basis zur individuellen Therapieplanung bei refraktären Tumo-

rerkrankungen. 

In dieser Promotionsarbeit sollen im Speziellen die folgenden Ziele verfolgt, bearbeitet 

und beantwortet werden: 

• detaillierte zytogenetische Analyse der Chromosomenaberrationen in den primären 

MPAL-Blasten zum Diagnosezeitpunkt der jeweiligen Erkrankungsstadien 

• Darstellung der zytogenetischen Veränderungen im Krankheitsverlauf zum Zeit-

punkt der Ersterkrankung und der Folgerezidive 

• Korrelation zwischen genetischen Veränderungen in primären leukämischen Blas-

ten und Blasten nach Engraftment (Passagierung) im murinen Xenograft zu den 

entsprechenden Krankheitsstadien 

• Identifizierung chromosomaler Bruchpunkte mittels aCGH und quantitativer PCR 

sowie Sequenzierung möglicher Fusionsgene mittels long-distance PCR 

• Sequenzierung möglicher Fusionstranskripte sowie Analyse der Expression der 

identifizierten TCF3-ZNF384-Fusion 

• Analyse eventueller funktionsverändernder Mutationen in Kandidatengenen durch 

Sequenzierung  

• Identifizierung dysregulierter Signalwege mittels genomweiter aCGH- und Genex-

pressions-Analysen 

• Diskussion potentiell leukämogener Veränderungen und möglicher Ansatzpunkte für 

eine individualisierte Therapie 

• Diskussion potenzieller Mechanismen der genetischen Instabilität 

• Vergleich der angewandten Analysemethoden hinsichtlich Effizienz, Ergebnisqualität 

und Limitationen 
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6 Material und Methoden 

6.1 Proben 

 Patientenproben 

In die Analysen wurden Leukämiezellen von Knochenmarkproben aller MPAL-Erkran-

kungsstadien, d.h. der Ersterkrankung, des Erst- und Zweitrezidivs jeweils zum Diagno-

sezeitpunkt sowie des Erstrezidivs nach Sorafenib-Behandlung einbezogen (Entnahme-

zeitpunkte und Blastenanteil s. Abbildung 3). Die Knochenmarkentnahmen wurden im 

Rahmen der Diagnostik in der Klinik für Pädiatrie mit Schwerpunkt Onkologie und Häma-

tologie der Charité, Campus Virchow-Klinikum durchgeführt. Eine schriftliche Einwilli-

gungserklärung der Sorgeberechtigten zur genetischen Diagnostik lag vor. Aus den Kno-

chenmarkspunktaten wurden folgende Präparate gewonnen: 

1. Ausstrich Knochenmarkpunktat 

2. Metaphase-Präparate aus kultivierten Leukämiezellen 

3. DNA 

4. RNA bzw. daraus synthetisierte cDNA 

5. Kryoasservierte Zellen 

6. In NSG (NOD scid gamma)-Mäusen xenotransplantierte Blasten (s. Abschnitt 

6.1.3) 

Tabelle 3 zeigt die untersuchten Proben, ihre Entnahmezeitpunkte und die jeweils für die 

Analysen verwendeten Präparate (s. auch Abbildung 3): 

Tabelle 3: Übersicht Proben 

Probe Entnahmezeitpunkt Genutzte Präparate 
MPAL Diagnose Ersterkrankung 1, 2, 3, 4, 5, 6* 
REZ Diagnose Erstrezidiv 1, 2, 3, 5, 6* 
REZ_SFB Erstrezidiv nach Behandlung mit Sorafenib 1, 2 
2_REZ Rezidiv nach HSCT 1, 2, 5, 6* 
* immer separat mit NSG bezeichnet wenn verwendet 

 Kontrollproben 

Als genomische Kontroll-DNA für die molekulargenetischen Analysen wurde die aus Blut-

zellen eines gesunden, männlichen Probanden isolierte DNA genutzt. Zur Etablierung 

von qPCR-Methoden wurde zusätzlich die DNA aus Blutzellen einer gesunden Frau ver-

wendet. 

Als Kontrollprobe auf Transkriptebene wurde RNA aus humaner Plazenta (HP) in cDNA 

umgeschrieben. Zusätzlich wurde die cDNA einer HeLa-Zelllinie abstammend von einem 
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Zervixkarzinom genutzt. Als Vergleichskontrolle für die Transkriptomsequenzierung 

wurde RNA aus Remissionsmark der Ersterkrankung der Patientin isoliert. 

 Xenotransplantate 

Um Probenmaterial für weitere Analysen zur Verfügung zu haben, wurden die in flüssi-

gem Stickstoff konservierten Zellen (Ersterkrankung, Erst- und Zweitrezidiv) in NSG- 

Mäusen herangezüchtet. Das Engraftment erfolgte in einer Zusammenarbeit mit dem 

Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin, Berlin-Buch (EPO Berlin-Buch GmbH, 

Dr. I. Fichtner, M. Keil) nach den dort etablierten Methoden.49 Der Anteil von leukämi-

schen Zellen in den gewonnenen Präparaten wurde in der AG Seeger durchflusszyto-

metrisch mit einem HLA-DR Antikörper (Miltenyi Biotec, FF 130-095-298) bestimmt. 

6.2 Geräte 

Tabelle 4: Zentrifugen 

Gerät Hersteller 
Centrifuge 5417 R Eppendorf 
Centrifuge 5810 R Eppendorf 
Labofuge 400  Heraeus 
Spectrafuge Mini Centrifuge  Labnet 

Tabelle 5: Mikroskope 

Gerät Hersteller 
Axioskop-Fluoreszenz-Mikroskop  Zeiss 

inkl. Chilled CCD-Kamera  Hamamatsu Photonics 
Axioskop-Mikroskop Zeiss 

inkl. Chilled CCD-Kamera  Hamamatsu Photonics 
Axioskop Fluoreszenz Mikroskop Zeiss 

inkl. FFT-Interferometer und CCD-Kamera Applied Spectral Imaging (ASI) 
Axiovert  Zeiss 

Tabelle 6: Elektrophorese 

Gerät Hersteller 
CU5 Kamera Polaroid 
Electrophoresis Power Supply PS 3003  Gibco/BRL 
Geltray Elektrophoresekammer Renner 
UV-Transilluminator UVP 

Tabelle 7: PCR 

Gerät Hersteller 
7500 Real-Time PCR System Applied Biosystems 
Mastercycler Eppendorf 
Mastercycler Gradient Eppendorf 
StepOnePlusReal-Time PCR System Applied Biosystems 

Tabelle 8: Sequenzierung 

Gerät Hersteller 
3730 DNA Analyzer Applied Biosystems 

Tabelle 9: Sonstige Geräte 

Gerät Hersteller 
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Abzüge Kottermann 
Heizblock Thermostat 5320  Eppendorf 
Incubator B15 Heraeus  
Magnetrührer IKA-Combimag RCH Jahnke & Kunkel 
Mikrowelle Bosch 
Nano-Photometer Implen 
Pipetten Gilson / Eppendorf 
Schütteltisch IKA-Vibrax-VXR Jahnke & Kunkel 
Thermo-Shaker TS-100 lab4you 
Timer Roth 
Vortex-Schüttler VWR international 
Waage Type1413 Sartorius 
Wärmeplatte Medax 
Wasserbäder GFL 

6.3 Software 
Tabelle 10: Software 

Software Version Hersteller 
7500 SDS System Software 1.2.3. Applied Biosystems 
Case Data Manager 6.0.0.16 ASI 
Clone Manager Suite 6 Sci-Ed Software 
GenASIs HiSKY  Applied Spectral Imaging (ASI) 
Genomic Workbench Standard Edition 5.0.14 Applied Biosystems 
Ikaros 5.1 MetaSystems 
ISIS 4.4.28 MetaSystems 
Primer 3 0.4.0 http://frodo.wi.mit.edu/ 
Sequence Scanner 1.0 Agilent 
StepOne Software 2.1 Applied Biosystems 

6.4 Verbrauchsmaterial und Reagenzien 

 Primer 
Tabelle 11: Gebrauchsfertige Primer 

Produkt Hersteller Katalog-Nr. 
Random Primers 500 µg/ml  Promega C1181 

Die zur Anwendung bei PCR, qPCR und Sequenzierung designten Primer wurden von 

den Firmen TIB MOLBIOL, Eurofins MWG Operon und Invitrogen bezogen. Eine Auflis-

tung der verwendeten Primer und ihrer Sequenzen befindet sich in den Tabellen 12-14. 

Die als Referenz verwendeten Primerpaare „MCPH1“ (8p23.1), „DMD Exon 39“ (Xp21.1) 

für genomische DNA sowie „TPX2“ (20q11.2) und „HPRT1“ (Xq26.2-.3) für cDNA sowie 

die Primer zur Sequenzierung von KRAS wurden freundlicherweise vom Institut für Me-

dizinische Genetik und Humangenetik (Dr. M. Trimborn, B. Jonske de Condor) zur Ver-

fügung gestellt. Für die cold-start PCR von KRAS Exon 2 wurden die im Paper von Zuo 

et al. angegebenen Primersequenzen genutzt.50
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Tabelle 12: Primer für Sequenzierung 

Gen Loc. #ENSG Exon*** Methode  Forward Primer (5‘à3‘)  Reverse Primer (5‘à3‘) Läng
e (bp) 

APC2 19p13.3 ENSG00000115266 

2-4 DMSO CTTAGGTCAGGGGCCGTCT GCGAATTAGAGGGCAGAGC 789 
5&6 DMSO GCCATGTTGCCTGTTAACCT CCGCCCATAATATCTGCACT 548 
7&8 DMSO GGTCATCCCAGGGAGAGG GCTCTGAGCCTCCTGACTCC 338 
9 DMSO TCATCTGTCCCCCAGGTG GAGGTCCTAGTCGCCCATC 600 
10 Standard AGAGAGGCTGGGAAAGGAAG CCAGGGAGTCTGTCCCTCTC 386 
11 Standard GGGCAAGGGAGTGAGGTG GGCTGGGATGAGTTGGAA 300 
12&13 Standard CCGGTAGTGGTCAGGATCAG CTTGATTTCCTCCCAAGTCG 597 
14 PT/DMSO CCAACTTCACTGAATGTGAGC ACAGGCTTTCTCCATGTTGG 607 
15P (cr) DMSO GCAAGGAGGCAGAGAAGGA GGGAGGAGTCACTGTCATC 813 

CDKN2A 9p21.3 ENSG00000147889 
I1E2 DMSO GTGGTATGCTTTGGGAAGTATAATG GAAACTGGAAGCAAATGTAGGG 699 
I1E3 Standard GATCTTGAGACACGGCTTTTGATA GAAGCCATTGCGAGAACTTTAT 788 
I3E1 DMSO CCAGCACCGGAGGAAGAAAG GAATTGGAGGCTAAGTAGTC 638 

CDKN2B 9p21.3 ENSG00000147883 1 DMSO CTCCTTTTCTCCCCAATTCA ACATCGGCGATCTAGGTTCC 205 
2 Standard GACTGAGGACAAAGTGGAGGA GGTTAAGAAGAAAGCAATCTAGGC 596 

ETV6 12p13.2 ENSG00000139083 

2 Standard AGAGTTTTGTTATATAGCCCCAAGG GGTGTGAAAGATTCCAAAGCAG 483 
3 Standard ACTCAGAGTTGAACATAAGGGCTC CTGTAAACACTTCCTCTTCTTCCCT 497 
4 Standard GCTCTGACCTTTTGAGTTTCAAGT TGAGCTTCAGGGAACCAAGAGT 486 

5 a Standard CAGTGAAAAAGACACTGCATTCTG ATTAGGGATTUTAGCCTCATCCAAG 857 
b Standard  AATCACCGGCCTTCTCCT CAGAGACCATGATGTGGTTCA 400 

6 Standard GTCAAAGGTCACACAACAGGAC GCCCAGCAAGGAATAAACTAAA 471 
7 Standard GATTAGCAGGTAGCTTCCCAAACT TACCTGGTATCCAGTTTGTAGCAAT 389 
8 (cr) Standard CCCTGGAGCACCTTAGACAA CCGGGTCACTGATTCTGTTT 595 

FGF22 19p13.3 ENSG00000070388 
1 FT/Betain GTCTCCCTCCAGGTCTCTGC AGCCTTCGCTTTAACAGTGC 789 
2 DMSO oder Betain GGGTCTCCTGGTATCTGTCG CAGTCCACGGTGTAGAGTCG 305 
3 DMSO oder Betain CTTCTACGTGGCCATGAACC GCAGGGGGAAGAACAAGC 388 

FSTL3 19p13.3 ENSG00000070404 2 Standard TCCGTGCGTAACTACTCAG TGCAGCCTCCTACATACCC 413 
4&5 PT/DMSO GGTGCTTGTGTCTCCTACC AATCCGGGCTCTAAGGAGTG 612 

KRAS 12p12.1 ENSG0000013370 

1 PT/DMSO&Betain GGAACGCATCGATAGCTCTG GGGACCCCTAATTCATTCAC 352 
2* Standard TTAAAAGGTACTGGTGGAGTATTTG AACCCAAGGTACATTTCAGATAAC 353 
2 P Cold-start PCR ** TATAAACTTGTGGTAGTTGG ATTGTTGGATCATATTCGT 98 
3* Standard TCTTTGGAGCAGGAACAATG TGCATGGCATTAGCAAAGAC 400 
4* Standard AGAAGGAAGGAAAATTTGGTG AGAAGCAATGCCCTCTCAAG 455 
5a* Standard GCACATGGCTTTCCCAGTAA TTTAAAAGACATCTGCTTTCTGC 248 
5b* Standard TTCAGTTGCCTGAAGAGAAACA AGTCTGCATGGAGCAGGAAA 248 

RERG 12p12.3 ENSG00000134533 

1 DMSO AGCACGTTAAAGACCCAAGC CAAGAGGACCGACTCAGA 473 
2 Standard AGTGAATGGTGGCTGGCATA ACTACTCACCTGCCCAATCC 355 
3 Standard GTGTGGAGCATTTCGCTTTC CTAGCCTCATAGAGGGCTTCTTTG 295 
4 Standard GGAATACTTCTCCCATGCCCATTT ACAAGCCTGTTAGAGGCTCTG 549 
5 Standard GGCATTACTGTCAGCATTACC CCCAGACATTTCTCAGAATC 601 
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SHC2 19p13.3 ENSG00000129946 

2 DMSO ACCAGGGACAGAGGAAAGG CGGCGTGTTCTTTCCATC 431 
3&4 DMSO CTGGGAAAGAGGGTGGTAG GCTCGTCTTTCTGGATAAAC 758 
5-7 DMSO CTGTGGTCCTGGTCCATCTG CCTCTGGCTGAGCCATATTC 745 
8 DMSO CCGGTGATGTCCTGGTTCTG GAAAGAAGAGCTGGAGGTAG 570 
9 Standard TAAGTCTCCAGCCATCTAAG AATCTCAGCAGAGTGTTAGG 317 
10 Standard TACCACAGGGAGACCAGAG AGACCAGGGAATCCCGTAG 382 
11 DMSO GAACCCGTTTCTCCCAGCTC AGCTGGTCAAAGGCAACATC 593 
12 DMSO CCAGAACGCCAATATCCTAC TCTGGAATTCGACAGAGATG 371 

STK11 19p13.3 ENSG00000118046 

1 Standard AAGGGAAGTCGGAACACAAG TCCAGCTCAGGGTGTTAAGA 489 
2 DMSO GAGGTACGCCACTTCCACAG CAAGGAGACGGGAAGAGGAG 284 
3 DMSO AGCCAGAAGTGGTCCTGAG AAACTTGGGCCTTCATGTC 596 
4&5 DMSO TGTGCCTGGACTTCTGTGAC ACCACCATCTGCCGTATGAG 652 
6 DMSO ACTAGTGGAAGGTGGTGAAG CTCCACTCAGTCCTCTCAAT 415 
7 DMSO TTAGGAGCGTCCAGGTATC AACAGGACACTGCCCAGAG 352 
8 Standard TCTGTCAGGCTTGGAGTC AGGGCAGAAGCTGTCCTTG 489 

YES1 18p11.32 ENSG00000176105 

2 Standard AGTTGGAGAATGAAGCGATTGG TTATGTTCCCGGTGCCTACAG 791 
3 Standard GGGTGACAGAGTGAGACTTTG CAACCAGCTCAGTGGTTCCT 522 
4 Standard GGAGCAGAAGTATGCAATTGTG GGCAGGGAATGAGGATAATCAG 639 
5 Standard AAACCTATCCCAGTCCATTC CCCTTATCTCATCCCAATCAC 326 
6 Standard TCCTGGAAATCAACGAGGTA TACCTGTTCCTCCCTTTAGA 589 
7-8 Standard CCTCAACCTCCCAAAGTG GTGTCAGGTTTCTTCTATCC 895 
9 Standard GGTGGAGGAGTATTCATTTC GAATGAGACGCTGTCTCTAA 293 
10 Standard CCTCGGCCTCCCAAATTAATG ATCAGAAAGCCACAGCAGTACA 579 
11 Standard GACACTGATGACTACAGTAGAG GCCACAGTAAAGGGAAGGAG 393 
12 Standard ATCTTGCCACCATTCCTCAGTAAC GTGCAACCATATCTGGGATTC 710 
Exon II Standard TCTGGGTGGTGAGTACATTG TGAGTCCGTCACTTACTAGC 350 

*Diese Primer wurden vom Institut für Medizinische Genetik und Humangenetik (B. Jonske de Condor) zur Verfügung gestellt. 
**Primer wie im Paper von Zuo et al. zur cold-start PCR beschrieben [32]. 
*** Die Exonangaben beziehen sich immer auf die Transkriptvariante mit den meisten Exons, bei Isoformen ohne Beteiligung aller Exons wird die Isoform 
angegeben 

a/b: Zusätzliches inneres Primerpaar bei zu langer Produktlänge, Standard: PCR-Ansatz mit Firetaq. cr: Sequenzierung der coding region, DMSO: Ansatz 
mit 5% DMSO, A: Abschnitt bei Unterteilung der Sequenz, PT: PCR-Ansatz mit Platin Taq, Betain: Ansatz mit Betain, I x Ex: Isoform x Exon x" 
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Tabelle 13: Primer für qPCR 

Gen Locus #ENSG Exon  Forward Primer (5‘à3‘)  Reverse Primer (5‘à3‘) Länge (bp) 

ADCYAP1 18p11.32 ENSG00000141433 Exon 1 AGACACCAACGCCAGACG AGGAGAGCTGCCAGGTAGG 97 
Exon 4 ATTCGGTCTATGCCTGAGTC GCGAAGAAAGGCACTAAAGC 111 

BCAT1 12p12.1 ENSG00000060982 Exon 5 GCTTCAGTGAGGATCATTT TGAATATGGGACCCATTCT 150 
Exon 6 AGCCCAGTGGGACCTTATTT TTCCACCTTTCCAGGCTCTT 91 

c12orf53  12p13.31 ENSG00000139200 Exon 4 CACCCCAATCAGGTGTGG CTTCCTCCTCCCAGCTTACC 113 
c19orf24 19p13.3 ENSG00000228300 Exon 2 AAGTCTTCGGAGGGATGACC GGGTGGAAGTGAGTCTGAGG 124 
CDH19 18q22.1 ENSG00000071991 Exon 1 AAAGCACAAGCGTCTGTAAC GTTGGACACATAAGGAAGAG 109 
DDX11 12p11.21 ENSG00000013573 Exon 27 CCCTGCTCCCTATCCTGT CTTGGCATAATTGCTGGTGTT 150 
FBXO15 18q22.3 ENSG00000141665 Exon 1 AGACATACAACGTGGACTAC AGATAAAGGACCAGGTTGAC 106 

ITPR2 12p12.1 ENSG00000123104 

Exon 1 CTCTTGGCCGCTGTAGTCC GTCATGCTGCTTCATGTTCC 121 
Exon 34 CATCAGCCAGTTTTTATTCAGC TCAGCCAAAGTTCTGATACAGG 113 
Exon 39 GTCTGCTGGATAAAGAAGGT CTCCTTCAAGCAAGGCAATG 114 
Exon 40 CGAATGAAGGCTGCTCAGAA GTGGACCAGATGTCATCAAT 109 
Exon 41 AAAGGGCAATTAACAGAAGC TTACTTCCTCTGCGGATTTT 139 
Exon 42 CTGTGAGACCCTTCAGTTTC CCCTGGCAATACTCAGTCAA 138 
Exon 56 GATTGGTTTCCTCGGATGC TGGTCGATTCCAACTTCTCC 100 

KC6 18q12.3 k.A. Exon 1 GCCTCCTGGTGTTATTAAAG TCTGTCAGAGCCACTGGAAA 103 
LPIN2 18p11.31 ENSG00000101577 Exon 7 TCGGGTAATTCCCAGTGAGG TTGGGTCGCTCATCTGTGTA 125 
MC2R 18p11.21 ENSG00000185231 Exon 1 GACTCCATGATCTGCATTTCC CCGTCATGATGTGGTGGTAG 112 

METTL4 18p11.32 ENSG00000101574 

Exon 1 TGGCCGTCTCTACGAAGACT GCCATGTTGCTGTACGGAAA 129 
Exon 2 GTTGTCAGCTGGGTGGTTAC GAGGACACAGAATCCATTTG 147 
Exon 3 TCCCCTGTAATTGATCTACC GGTATTCCATAGCATCCAATTC 81 
Exon 4 TTGATCCAGGAAGGTCTCAA TGCAGGCGTCAAGTGGTAAA 97 
Exon 9 TGGCAAACACTGGTTTGCTTTC CCAGGCACAATAGATTACACA 92 

MIDN 19p13.3 ENSG00000167470 Exon 8 TCCGTCTGTCTCCTTTCACC CTCCGTCTCCTTCACTCTCC 108 
PIK3C3 18q12.3 ENSG00000078142 Exon 1 GGGCTCAGCTGGTTCATT CATCGCACCGTCTGCAAA 80 

SMCHD1 18p11.32 ENSG00000101596 Exon 10 GTTGAAGGAGATGGTGTAGTG GCATGGATCATCAGGGTAAG 84 
Exon 5 AAACCTGCTGTTGCAGTGAT AGTCACCTTGCCTTGTGAAT 103 

SYT10 12p11.1 ENSG00000110975 Exon 1 TTAGAGGTACGGGAAGAGGA TCTGGCACAGACTGTTCACT 112 
Exon 4 GTCGTTGTCAGCTTTTGTGG GCACTTGAAATGCTCTGTGG 134 

TCF3 19p13.3 ENSG00000071564 

Promotorregion CCTCACCACGAATGGCTAGG CATGACGCAAGCGAGTAAGG 111 
Intron 1-2 AAAGTGCGGTTTCGTAGTCC CCCTCTTTGTCTGCCAACTG 132 
Exon 2 No1 TGTTTCTCCCTGTCCATCTG GGTCACTGAGCTCCTTGTCTG 134 
Exon 2 No2 CAGTTCGGAGGTTCAGGTAG CCCGCACACTGTCTTCAA 87 
Intron 2-3 GGCCACTGAGGTCTGTCAAA AAATACCAGCATGGCCCTTC 120 
Exon 3 CAGTTCGGAGGTTCAGGTAG CCCGCACACTGTCTTCAA 87 
Intron 3-4 No1 TTTCTCTGTCCGTGCGATTG TAAAGCAGAACGCGGAGGTG 80 
Intron 3-4 No2 CCAGGATTGTGGGCTTGTGT CACCAGCCAAGGAACGGATT 93 
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Intron 3-4 A1 AGGCTTAAGACAGTCTTCTC AGGGAACCCAACATGGAACA 84 
Intron 3-4 A2 TCCTGGTCTTTCATCTTCTC TCCTCCCACCTTGTATTTCC 98 
Intron 3-4 A3 CCCGTGTCCACCAATAGTTT AGACTGTCCAAGTGCCTTCA 111 
Intron 3-4 A4 CCTCCCGTTTGCTCAGTTG ACCCTCTGGGTCTCAGTTTG 110 
Exon 8 TCTCCTCCAGGGTGTAGGG CTCACCGAGGATGGAAGACC 128 
Exon 11 CATCTGCATCCTCCTTCTCC CATACCCAGGAGGCTGTCG 98 
Exon 12 CACCTCTCTTCACCCACAGG CACCGAGGCCAGTGCTTT 81 
Exon 13 TCCCCGGATCACTCAAGC CCCAAAACCCTCACAGACC 91 
Exon 17 CGAGATCAAGCGGGAGGA GGGCCTTCAGCTCCTTCTT 86 

TSPAN11 12p11.21 ENSG00000110900 Exon 8 GCCACCCTCCTTTACATGTCA GACACGCTTCACTCCTAGCC 128 

ZNF384 12p13.31 ENSG00000126746 

Exon 2 AAGTTCAGGAGCCCTGGAAA AACCAGAAAAGCCATTAACC 94 
Exon 2 No1 CCAGACTGACTGCTGACAAA TTCCTCCTGCCGTCTTATTC 145 
Exon 2 No2 AAGTTCAGGAGCCCTGGAAA AACCAGAAAAGCCATTAACC 94 
Intron 2-3 No1 GCAGTAAACCTCCCTTCCTAT AAATGCTGGCAGGCTGAAA 94 
Intron 2-3 A1 CCTGGATCAAGCCATAACAT GCACAGAGTCCAACAGTAAA 138 
Intron 2-3 A2 AGGTAGTCTACCGTTGTTCA TGGGAAGGAGCAATCACATC 115 
Intron 2-3 A3 AGTTTCTGTGCCCAGCCTAC GGCTGCTACTCTGAGCAAAG 135 
Intron 2-3 A4 TTGGAAACCTGGGTTACTAC CAATCCCACCAAGGTCTAAG 131 
Exon 3 GGAGACCAGGAACTCTTCAG AAGGCCAGAAGTACGGGTTAG 140 
Intron 3-4 CTCTCCAAGTCTCAGTAGTA CCAGGCAGAAACACTAGATA 108 
Exon 4 GCCCTCAGGCATCAGTATGG CAGCAGTCATCAGTCCTGTA 122 
Exon 4-5 CGTCCGTTACCCAGAATATC ATTGACTCCCTTCTCTTCTC 102 

ZNF519 18p11.21 ENSG00000175322 Exon 1 TTTACCAGAGCAAGGCATAC TGTCCTTCACCTTCACCTATAC 123 

Tabelle 14: Zusätzliche Primer für PCR möglicher Fusionsgentranskripte 

 

 
Primer  Forward Primer (5‘à3‘)  Reverse Primer (5‘à3‘) 
TCF3 E2_cDNA TGGCCCCAGGAGAATGAA CTGAAGTCCAGGAGGTCAC 
TCF3 E2-3 R Kombinierbar mit TCF3 E2_cDNA TTCCCGTTGGTGACAGG 
BCAT E5 Fusionsgen F GGGTCCCATATTCAACATC  /  
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 Längen- und Größenstandards 
Tabelle 15: Längen- und Größenstandards 

Produkt Hersteller Katalog-Nr. 
100 bp DNA Ladder (1 µg/µl)  Invitrogen 15628-050 
1kb Plus DNA Ladder (1 µg/µl)  Invitrogen 10787-018 

 Enzyme 
Tabelle 16: Enzyme 

Produkt Hersteller Katalog-Nr. 
Antarctic Phosphatase 5000 U/µl  Biolabs M0289L 
Exonuclease 1 20.000 U/µl  Biolabs M0293L 

 Kits 
Tabelle 17: Kits 

Produkt  Hersteller Katalog-Nr. 
illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit Cytiva (GE Healthcare) 25-6600-30 
Expand Long Template PCR System Roche Applied Science 11681834001 
Platinum Taq DNA Polymerase Invitrogen 10966-034 
M-MLV Reverse Transkriptase Promega M368B 
HOT FIREPol DNA Polymerase Solis BioDyne 01-02-00500 
5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX) Solis BioDyne 08-24-00020 
Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems 4368577 
Sky Paint Kit DNA Human Applied Spectral Imaging  FPRPR0029 
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems 4337457 

 Chemikalien und Reagenzien 
Tabelle 18: Chemikalien und Reagenzien 

Reagenz Hersteller Katalog-Nr. 
100 mM dNTP Set Invitrogen 10297-018 
Agarose  Invitrogen AM9046 
Betain 5M PCR Reagent Sigma-Aldrich B0300-1VL 
Biocoll (Dichte 1,077 g/ml, isoton) Biochrom L 113/5 
DMSO (Dimethyl sulfoxide PCR Reagent) Sigma-Aldrich D9170-1VL 
Magnesiumchlorid (1M) Invitrogen AM9530G 
Nuclease-Free Water Promega P1195 
PBS  Biochrom L 1825 
RLT Lysepuffer Quiagen 79216 
RPMI 1640 Flüssig- und Pulvermedium Biochrom T 121-01 
Water PCR Reagent Sigma-Aldrich W1754-1VL 

Die in dieser Tabelle nicht aufgeführten, zur üblichen Laborausstattung gehörenden Che-

mikalien und Reagenzien wurden in p.A. Qualität von den Herstellern Merck, J.T.Baker 

und Sigma bezogen. 

 Standardlösungen 
Tabelle 19: Standardlösungen 

Lösung Zusammensetzung 
10x TBE-Puffer: 108 g Tris HCl (900 mM), 55 g Borsäure (900 mM), 9,3 g Na2EDTA-H2O 

ad. 1000 ml Aqua dest 
Dye 20 g Saccharose, 0,125 g Bromphenolblau, ad 50 ml H2Odest,steril 
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 Verbrauchsmaterial 
Tabelle 20: Verbrauchsmaterial 

Produkt Hersteller Katalog-Nr. 
96-Well Plate Base (with Heat-Seal) Applied Biosystems 4334875 
Deckgläschen Menzel BB015015A1 
Laborhandschuhe Charité Berlin k.A. 
MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems 4346906 
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems N8010560 
MicroAmp Optical Adhesive Film Applied Biosystems 4311971 
Microplate 96, PCR clean Eppendorf 0030 601.203 
Objektträger Menzel AG00000112E 
Pipettenspitzen (epT.I.P.S. Reloads, PCR-clean) 
-verschiedene Größen- Eppendorf 0030 073.746 

/ 762 / 800 
Polaroid Land Packfilme Typ 667 Polaroid POMQ5-120616 
Safe-Lock Gefäße, PCR-clean 
-verschiedene Größen- Eppendorf 0030 123.301 

/ 328 / 344 

6.5 Methoden 

 Präparation für die zytogenetische Diagnostik 

Zur Durchführung der zytogenetischen Diagnostik wurden im Allgemeinen aus kultivier-

ten Zellen (24h unstimuliert) angefertigte Präparate verwendet, in Einzelfällen auch Aus-

strichpräparate. Die Herstellung dieser Präparate wurde vom Institut für Medizinische Ge-

netik und Humangenetik nach Standardmethodik durchgeführt.51 

 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 

Die FISH ist eine molekularzytogenetische Methode, bei der anhand fluoreszenzmarkier-

ter Sonden, welche den zu untersuchenden DNA-Abschnitten komplementär entspre-

chen, gezielte Analysen auf Chromosomenaberrationen möglich sind. In der Tumorzyto-

genetik wird sie häufig zur Analyse von Translokationen, Deletionen und numerischer 

Aberrationen eingesetzt. 

Die FISH-Analysen der Ersterkrankung und der Rezidive wurden im Institut für Medizini-

sche Genetik und Humangenetik der Charité durchgeführt. Iim Rahmen der vorliegenden 

Dissertation erfolgte ein Teil der Mikroskopie sowie die genaue Auswertung und Darstel-

lung der Ergebnisse. Für die Untersuchung wurden folgende Sondentypen verwendet: 

• Lokus-spezifische Sonden (locus specific identifier, LSI), mit denen spezifische 

Zielsequenzen markiert werden können. Subtelomer-Sonden sind komplementär 

zu chromosomalen Regionen, die bis zu 300 kB vom Telomer entfernt sind. Eine 

weitere Sonderform stellen Break-Apart-Sonden dar. Sie werden vor allem bei Ge-

nen eingesetzt, für die mehrere Translokationspartner bekannt sind, und sind ein 
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Mix aus farblich unterschiedlich markierten Sonden für distale und proximale Re-

gionen des Translokationsbruchpunktes. Eine Translokation oder ein anderes 

Rearrangement des Gens wird durch ein Signalsplitting erkennbar. 

• Whole Chromosome Painting (WCP), mit diesen Sonden können komplette Chro-

mosomen angefärbt werden. 

• CEP-Sonden (chromosome enumeration probe), diese färben meist die 

Zentromerregionen eines Chromosoms an. 
 

Ein Teil der verwendeten Sonden wurde gebrauchsfertig vom Hersteller bezogen (s. Ta-

belle 21), für spezifische Zielsequenzen wurden weitere Sonden vom Institut für Medizi-

nische Genetik und Humangenetik hergestellt (s. Tabelle 22). 

Dazu wurden BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), künstliche Chromosomen aus E. 

coli, verwendet, welche größere Abschnitte des humanen Genoms (~200 kb) enthalten 

Sonde Region Farbe Hersteller Kat.-Nr. 
CEP 12 (D12Z3) SpectrumGreen 
Probe 12p11.1-q11 SG Abbott 06J37-012 

CEP 18 (D18Z1) SpectrumOrange 
Probe 18p11.1-q11.1 SO Abbott 05J08-018 

ETV6 (TEL) (12p13) Break Probe 12p13 SG / SO Kreatech KBI-10403 
LSI TCF3/PBX1 Dual Color, Dual Fu-
sion Translocation Probe 19p13.3 / 1q23 SG / SO Abbott 01N24-020 

TCF3 FISH DNA Probe, Split Signal 19p13 SG / SO DAKO Y5402 
Vysis CDKN2A / CEP 9 FISH Probe 
Kit 

9p21 / 
9p11-q11 SO / SG Abbott 04N61-020 

Vysis LSI IGH/BCL2 Dual Color, 
Dual Fusion Translocation Probe 14q32 / 18q21 SG / SO Abbott 08L60-020 

Vysis IGH/CCND1 DF FISH Probe 
Kit 14q32 / 11q13 SG / SO Abbott 08L58-020 

Vysis LSI MLL Dual Color, Break 
Apart Rearrangement Probe 11q23 SG / SO Abbott 08L57-020 

XCP 11 Green WCP 11 SG MetaSystems D-03NN-NNN-
FI 

XCP 12 Green WCP 12 SG MetaSystems D-0312-050-FI 
XCP 12 Orange WCP 12 SO MetaSystems D-0312-050-OR 
XCP 18 Orange WCP 18 SO MetaSystems D-0318-050-OR 
SG: spectrum green, SO: spectrum orange, WCP: whole chromosome painting 

BAC Region Position (hg 19 assembly) Farbe 
CTD-3113P16 19p13.3 19:233193-376646 SG 
RP11-118I2 18q23 18:75484858-75635184 SG+SOàorange 
RP11-28F1 18q21.33 18:60923187-61024757 SO 
RP11-291G24 18p11.32 18:1615963-1744182 SG / SG+SOàorange 
RP11-460N10 12p11.1 12:33282254-33441226 SA 
RP11-463D17 18q12.3 18:42971366-43152274 SG 
RP11-707G18 12p12.1 12:25381582-25555586 SO 
RP11-769O8 18p11.32 18:725026-798605 SG / SO / SA 
SG: spectrum green, SO: spectrum orange, SA: spectrum aqua 

Tabelle 21: Übersicht über die verwendeten kommerziellen FISH-Sonden 

Tabelle 22: Übersicht über die verwendeten BAC-Sonden 
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und zur Klonierung spezifischer Sequenzen genutzt werden können.52 Mithilfe der Nick-

Translation wurden von Mitarbeitern des Instituts für Medizinische Genetik und Human-

genetik die ausgewählten Zielsequenzen mit Fluoreszenzfarbstoffen gelabelt. Die Durch-

führung erfolgte nach den Angaben der Hersteller und nach den im Institut üblichen Stan-

dardprotokollen.53 Anhand der Hybridisierung auf Metaphasen können die Zielsequenzen 

auf den Chromosomen lokalisiert und quantifiziert werden und so Aufschluss über 

Translokationen, Amplifikationen und Deletionen geben. FISH-Diagnostik kann auch auf 

Interphasekernen durchgeführt werden. Vorteil hiervon ist die deutlich höhere Anzahl an 

auswertbaren Kernen mit entsprechend erhöhter quantitativer Aussagekraft für Deletio-

nen und Amplifikationen, jedoch kann hierbei keine Aussage über den chromosomalen 

Kontext im Karyogramm gemacht werden. Die Angaben der Regionen und Positionen in 

den Tabellen basieren auf ENSEMBL (Release 68, GrCh37/hg19). In Abbildung 9 werden 

die Sonden und die im Folgenden verwendeten Abkürzungen in ihrer Lage auf den Chro-

mosomen 12, 18 und 19 dargestellt und dem aCGH-Profil zugeordnet. 

Abbildung 9: Lage der kommerziellen FISH-Sonden und BACs für die Chromosomen 12, 18 und 19 im 
aCGH-Profil 
Die jeweils ersten beiden Spalten geben die zu erwartende Kopienzahländerung laut aCGH-Profil für Ersterkran-

kung (MPAL) und Erstrezidiv (REZ) an: + Zugewinn, - Deletion, 1 normale Kopienzahl. Symbol: im Folgenden 

verwendete Abkürzung für die Sonde (Sondenname gemäß Tabelle 18 und Tabelle 19). Die horizontalen farbigen 

Linien kennzeichenen die Sondenposition und –farbe. Die dicken vertikalen Liniein zeigen die eingesetzen WCP 

an. Im Bereich von 19pter liegen verschiedene grüne Sonden nahe beeinander, dieses resultiert aus der Verwen-

dung verschiedener Translokationssonden sowie einer gezielten BAC-Sonde. 
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6.5.2.1 Sondenkombinationen und Auswertung 

Basierend auf den Ergebnissen der konventionellen Karyotypisierung und aCGH wurden 

Sonden ausgewählt, mit denen die Aberrationen in verschiedenen Klonen genauer dar-

gestellt werden können. Alle für die FISH-Analysen verwendeten Sondenkombinationen 

sind in Tabelle 23 dargestellt. 

Die Auswertung erfolgte unter Verwendung des Axioskop-Fluoreszenz-Mikroskops mit 

chilled CCD-Kamera und der Software von ASI. In die Auswertung wurden Zellen mit 

folgenden Kriterien einbezogen: 

• keine Überlagerung von zwei Kernen und komplette Darstellung der Metapha-

sechromosomen bzw. des Kernes bei Interphase-FISH 

• die verschiedenfarbigen Sonden sowie die DAPI-Gegenfärbung (blau) sind klar zu 

erkennen und heben sich von Backgroundsignalen eindeutig ab 

Die gefundenen Aberrationen wurden gemäß ISCN (International System for Human Cy-

togenetic Nomenclature 2013)54 beschrieben. 

Tabelle 23: Übersicht der FISH-Sondenkombinationen 

Probe Sondenkombination Zellen 

MPAL 

RP11-769O8 + XCP18 M 
CTD-3113P16 + RP11-707G18 + RP11-769O8 M 
CTD-3113P16 + RP11-460N10 M / I 
XCP12 + XCP18 M 
CEP12 + CEP18 + RP11-769O8 M 
RP11-291G24 + RP11-707G18 + RP11-460N10 M 
CTD3113P16 + RP11-769O8  M / I 
TCF3 - Split Signal Probe M / I 
TCF3 / PBX1 Dual Color Probe M 
TCF3 / PBX1 Dual Color Probe + RP11-460N10 M 
ETV6 M 
CDKN2A / CEP 9 FISH Probe I 

Erstrezidiv 

CTD-3113P16 + RP11-707G18 + RP11-769O8 M 
XCP12 + XCP18 + ETV6 M 
CEP12 + CEP18 + RP11-769O8 M 
XCP11 + XCP12 + MLL M 
TCF3 - Split Signal Probe M 
RP11-463D17 + RP11-28F1 + (RP11-118I2) M 
RP11-463D17 + RP11-28F1 + (RP11-291G24) M 
CDKN2A / CEP 9 Probe M 
IGH / CCND1 FISH Probe M / I 
IGH / BCL2 Dual Color Probe M 
RP11-291G24 + RP11-707G18 + RP11-460N10 I 

Zweitrezidiv 
IGH / BCL2 Dual Color Probe + RP11-769O8 I 
CDKN2A / CEP 9 FISH Probe +RP11-769O8 I 
RP11-707G18 + RP11-769O8 I 

M: auf Metaphasen hybridisiert 
I: auf Interphasen hybridisiert 
(RP11…): nachträgliche Hybridisierung mit SO+SGà in Aufnahme orange 
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6.5.2.2 Automatisierte Interphase-FISH-Analyse 

Parallel wurden weitere FISH-Analysen an Interphasekernen durch das Institut für Medi-

zinische Genetik und Humangenetik gemeinsam mit der AG Seeger durchgeführt. Die 

Durchführung erfolgte nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit, jedoch wurden die Er-

gebnisse dieser Untersuchungen in die Auswertungen der im Rahmen der Dissertation 

gewonnenen Ergebnisse miteinbezogen. Durch die Hybridisierung von Sonden auf Inter-

phasekernen können quantitative Aussagen über die Verteilung von Amplifikationen und 

Deletionen in den Leukämiezellen gemacht werden. Aufgrund der hohen Anzahl auswert-

barer Interphasekerne können die Ergebnisse auch besser statistisch ausgewertet wer-

den. 

Für die Analysen wurde das MetaSystems „Metafer-MetaCyte“ Scanningsystem verwen-

det. Dieses lässt durch die Aufnahme in mehreren Fokusebenen die Darstellung und 

Auswertung der Kerne als Overlay-Bild zu, die Signale werden automatisch durch die 

Software nach eingestellten Kriterien ausgewertet und anschließend manuell geprüft. Für 

die Fallstudie wurden die Ersterkrankung und das Erstrezidiv vor und nach Sorafenib-

Behandlung mit Sonden für die aberranten Bereiche auf 12p, 18p und 19p untersucht. 

Die Auswertung der Signalverteilung erfolgte tabellarisch und graphisch. 

6.5.2.3 Spectral Karyotyping (SKY) 

SKY ist eine FISH-Methode, die eine exakte Zuordnung aller Chromosomen einer Meta-

phase und den Nachweis struktureller Umbauten zwischen den Chromosomen ermög-

lich, indem jedem Chromosom eine bestimmte Farbe zugeordnet wird. Dies wird erreicht 

durch die unterschiedliche Kombination von 5 Fluorochromen, durch die jedes Chromo-

som ein charakteristisches Emissionsspektrum erhält. Die Karyotypanalyse erfolgt auf 

der Basis einer interferometrischen Spektralanalyse. Eine Übertragung der Spektren in 

gut unterscheidbare Pseudofarben erleichtert die Zuordnung zu den Chromosomen. So 

können durch diese Methode zusätzliche strukturelle Chromosomenaberrationen visua-

lisiert werden, die in der konventionellen Karyotypisierung aufgrund des Umbaus kleiner 

und/ oder strukturell ähnlicher Chromosomenabschnitte nicht nachweisbar waren und die 

aufgrund eines fehlenden Hinweises auf eine Beteiligung dieser chromosomalen Regio-

nen mittels FISH nicht gezielt untersucht wurden.55 

Die Herstellung und Aufnahme der SKY-Präparate wurden im Institut für Medizinische 

Genetik und Humangenetik durchgeführt. Dazu wurde das „Sky Paint Kit DNA Human“ 
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verwendet, die Durchführung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Für die Aufnah-

men wurde das Axioskop Fluoreszenz Mikroskop mit FFT-Interferometer und CCD-Ka-

mera verwendet. Zur Auswertung in Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die GenASIs 

„HiSKY“-Software verwendet, folgende Kriterien wurden für die Auswertung vorausge-

setzt: 

• gleichmäßige Hybridisierung 

• Darstellung der kompletten Metaphase 

• Abgrenzbarkeit der einzelnen Chromosomen 

• wenig Überlagerungen 

In die Analysen wurden Proben aller drei Erkrankungsstadien der Patientin, sowohl pri-

märe Blasten als auch Zellen aus dem Engraftment, einbezogen Die Auswertung der 

SKY-Analysen erfolgte zur Beschreibung der klonalen Veränderungen im Krankheitsver-

lauf. 

 DNA-Präparation 

Die Isolierung der genomischen DNA aus den Knochenmarkpunktaten (Ersterkrankung 

und Rezidiv) wurde im Institut für Medizinische Genetik und Humangenetik nach etablier-

ten Standardprotokollen durchgeführt. 

 Whole Genome Amplification (WGA) 

Zur Sicherstellung einer für die geplanten Analysen ausreichenden DNA-Menge wurde 

eine Whole Genome Amplification (WGA) mit dem „illustra GenomiPhi V2 DNA Amplifi-

cation Kit“ durchgeführt. Hierbei können geringe Mengen genomischer DNA anhand iso-

thermer Amplifikation vervielfältigt werden. Die dazu verwendete phi29-DNA-Polymerase 

zeichnet sich durch eine hohe Syntheserate (~25-50 Nukleotide/Sekunde) und eine ge-

ringe Fehlerrate (3 x 10-6) aus.56 

Die WGA wurde nach dem Protokoll des Herstellers (Cytiva, zuvor GE Healthcare, 

https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaforma-

tid=10061&destinationid=10016&assetid=147189) durchgeführt, als Template wurde je-

weils 1 µl der Proben-DNA mit einer Konzentration von ~50 ng/µl eingesetzt. Parallel 

wurde die Reaktion mit Kontroll-DNA (45 µg) und H2O als Template durchgeführt. Die 

gewonnenen Produkte wurden in verschiedenen Verdünnungen (unverdünnt, 1:10, 1:20, 

1:40) mittels PCR (s. Abschnitt 6.5.7, Primer: KRAS Exon 5a, ETV6 Exon 8) überprüft. 

Aufgrund der Ergebnisse wurde in den weiteren Analysen mit einer 1:20 Verdünnung des 

GenomiPhi-Produktes gearbeitet. 
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Um die Anwendung des WGA-Produktes in der qPCR zu überprüfen, wurde eine Ver-

suchsreihe mit männlicher und weiblicher Original-DNA und deren WGA-Produkten 

durchgeführt. Als Referenz wurden Primerpaare für MCPH1 und KRAS (autosomal) und 

zur Darstellung einer Deletion für DMD Exon 39 (X-chromosomal) verwendet. 

 RNA-Präparation 

Zur Durchführung der Genexpressionsanalyse wurde aus Proben der Ersterkrankung 

RNA gewonnen. Die Isolierung der RNA sowie die Aufreinigung erfolgten im Labor für 

Funktionelle Genomforschung der Charité (Dr. U. Ungethüm). 

Zur Vorbereitung der RNA-Präparation wurden die aufgetauten kryoasservierten Kno-

chenmarkszellen gewaschen und per Ficoll-Trennung nach dem Protokoll des Herstellers 

(Biocoll von Biochrom) aufgereinigt. 

 cDNA-Synthese 

Die cDNA-Synthese wurde mittels reverser Transkription der zur Genexpressionsanalyse 

isolierten mRNA durchgeführt. Hierbei entsteht durch die Transkription der mRNA ein 

cDNA-Template, welches durch PCR vervielfältigt wird. Nach vorangehendem DNAse-

Verdau wurde zunächst 1 µl RNA (~621 ng/µl) mit 0,5 µl Random Primer und 12,5 µl 

RNAse-freiem H2O für 5 Minuten bei 70 °C erhitzt, danach erfolgte die Kühlung auf Eis. 

Anschließend wurde zu jedem Ansatz Folgendes zugesetzt: 1 µl M-MLV Reverse Tran-

skriptase, 200 U/µl, 5 µl M-MLV RT 5x Puffer, 1,25 µl dNTPs und 3,75 µl RNAse-freies 

Wasser. 

Die Proben durchliefen im Cycler folgendes Programm („RT“; Mastercycler R0005): 

Tabelle 24: Cycler-Programm zur cDNA-Synthese 

 Temperatur Dauer 
1.) 22 °C 10 min  
2.) 55 °C 1 Stunde  
3.) 70 °C 15 min  

Die Synthese wurde mit der Probe der Ersterkrankung, der HP-RNA sowie als Negativ-

kontrolle mit H2O durchgeführt. Die Überprüfung der Produkte erfolgte anhand einer PCR 

mit dem Primer TPX2. 

 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

6.5.7.1 Primerdesign 

Die für die Sequenzierung und die qPCR benötigten Primer wurden mit Hilfe der Pro-

gramme „Primer 3“ und „Clone Manager Suite“ ausgewählt. Basierend auf den Gense-

quenzen (ENSEMBL, Release 68, GrCh37/hg19, www.ensembl.org) wurden Primer mit 
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einer Länge von 18 bis 25 Nukleotiden ausgewählt. Zunächst wurde versucht, Primer mit 

einer optimalen Schmelztemperatur von 60 °C, einem GC-Gehalt von 40-60% und einem 

Abstand zum Sequenzbeginn von mind. 50 Basen zu finden, während der PCR-Optimie-

rung wurden jedoch Primer mit abweichenden Eigenschaften notwendig. 

Die zur Sequenzierung genutzten Primerpaare sollten eine maximale Produktlänge von 

800 bp umspannen, im Fall von längeren Sequenzen wurden zusätzliche Primer inner-

halb des ersten Paares designt. Die Sequenzen der zur Sequenzierung verwendeten Pri-

mer sind in Tabelle 12 aufgeführt. 

Die Optimierung der Primer wurde mit Kontroll-DNA unter verschiedenen Bedingungen 

(s. Abschnitt 6.5.7) durchgeführt, für einige Sequenzen wurden mehrere Primer getestet. 

In der Primerübersicht in den Tabellen 12-14 werden nur die weiter verwendeten Primer 

angegeben. Aufgrund eines hohen GC-Gehaltes (>90%) konnten für einige Exons keine 

passenden Primer gefunden werden, diese wurden von der weiteren Sequenzierung aus-

geschlossen. 

Für die qPCR wurden Produktlängen zwischen 80-150 bp gewählt, die Optimierung er-

folgte über konventionelle PCR mit Kontroll-DNA. Dabei wurden die PCR-Bedingungen 

wie im nächsten Abschnitt beschrieben angepasst. 

Die Primer wurden von den Firmen TIB MOLBIOL, Eurofins MWG Operon und Invitrogen 

bezogen und mit Konzentrationen von 5 bzw. 10 µM gearbeitet. 

6.5.7.2 Konventionelle PCR 

Die Amplifikation der genomischen DNA zur anschließenden Sequenzierung wurde größ-

tenteils mit der aus der WGA gewonnenen DNA (Verdünnung 1:20) durchgeführt. In ei-

nigen Fällen mit nicht eindeutigen Ergebnissen, wie auch als Kontrolle zur Sequenzierung 

von KRAS wurde zusätzlich die Original-DNA (~50 ng/µl) eingesetzt. 

Standardmäßig wurde die PCR mit dem Kit „HOT FIREPol DNA Polymerase“ wie folgt 

durchgeführt: Pro Ansatz wurden 3 µl 10x PCR Puffer, 1 µl MgCl2 (50 mM), 0,4 µl dNTP-

Mix (10 mM), je 1 µl Forward und Reverse Primer (je 10 µM), 0,2 µl Taq-Polymerase 

(5 U/µl) und 1 µl Template (~50 ng DNA) mit PCR-H2O auf 30 µl aufgefüllt. 

Um die Bildung von unerwünschten Nebenprodukten zu vermindern, wurde die PCR als 

touchdown PCR durchgeführt. Hierbei werden zunächst einige Zyklen mit erhöhter An-

nealing-Temperatur durchlaufen, die sich bis zum Erreichen der gewünschten Tempera-

tur pro Zyklus um 1 °C verringert. 
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Tabelle 25: Cycler-Programm konventionelle PCR und Hochtemperatur-PCR 

 Konventionelle PCR  Hochtemperatur-PCR 
 Temperatur Dauer Wiederholungen Temperatur           Dauer 
1. 94 °C 5 min  94 °C 15 min 
2. 94 °C 30 sec 5 Zyklen. Bei Punkt 3. 

je Zyklus -1 °C 

94 °C 45 sec 
3. 62 - 58 °C 30 sec 70-66 °C 30 sec 
4. 72 °C 1 min 72 °C 1 min 
5. 94 °C 30 sec 

36 Zyklen 
94 °C 45 sec 

6. 57 °C 30sec 65 °C 30 sec 
7. 72 °C 1min 72 °C 1 min 
8. 72 °C 7min  72 °C 7 min 
9.  Hold at 14 °C    Hold 14 °C  

Falls unter den Bedingungen der konventionellen PCR keine Amplifikation des ge-

wünschten Produktes stattfand, wurde das oben beschriebene Protokoll in folgenden 

Punkten modifiziert: 

• Zugabe von DMSO (5%) zum Aufbrechen von Sekundärstrukturen v.a. bei GC-

reichen Produkten 

• Zugabe von Betain 5M (10 µl pro 30 µl Ansatz) 

• Durchführung der PCR als Hochtemperatur-PCR (Programm s. Tabelle 25) 

Alternativ wurde für die Amplifikationen auch das „Platinum Taq Polymerase Kit“ mit hö-

herer Enzymaktivität und –spezifität eingesetzt. Hierbei wurden pro Ansatz 1,5 µl 10x 

PCR-Puffer, 0,45 µl MgCl2 (50 mM), 0,3 µl dNTP-Mix (10 mM), je 0,5 µl Forward und 

Reverse Primer (je 10 µM), 0,1 µl Platinum Taq Polymerase und 1 µl Template (~50 ng 

DNA) mit PCR-H2O auf 15 µl aufgefüllt. Das Cycler-Programm wurde analog zum Ansatz 

mit FireTaq-Polymerase wie in Tabelle 25 beschrieben ausgeführt. Auch bei diesem An-

satz wurden gegebenenfalls die Bedingungen nach oben genannten Punkten modifiziert. 

Für jedes Primerpaar wurden zusätzlich Ansätze mit Kontroll-DNA und Leerwert sowie 

eine Positivkontrolle mit einem zusätzlichen Primerpaar durchgeführt. 

6.5.7.3 coldstart PCR 

Mit dieser Form der PCR können Allele amplifiziert werden, die nur in Subklonen vorlie-

gen. Nach initialem Erhitzen und Abkühlen mit der Bildung von homogenen und hetero-

genen Doppelsträngen werden durch eine niedrige Denaturierungstemperatur nur die he-

terogenen Stränge aufgetrennt und amplifiziert. So können bei der Sequenzierung Muta-

tionen detektiert werden, die nur in einem Teil der Blasten vorliegen.57 Wie im Paper von 

Zuo et al.50 beschrieben, führten wir diese PCR für den Abschnitt von KRAS Exon 2 

durch, der am häufigsten von Mutationen betroffen ist. 
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In Anlehnung an den Versuchsaufbau des Papers wurden pro Ansatz 2,5 µl 10x PCR 

Puffer, 2,5 µl MgCl2 (25 mM), 0,5 µl dNTP-Mix (10 mM), je 1 µl Forward und Reverse 

Primer (je 10 µM), 0,25 µl FireTaq-Polymerase (5 U/µl) und 1 µl Template (~50 ng DNA) 

mit PCR-H2O auf 25 µl aufgefüllt. Das Cycler-Programm entspricht den Vorgaben des 

Papers (s. Tabelle 26). 

6.5.7.4 long-distance PCR 

Um die vermutete TCF3-ZNF384-Fusion nachzuweisen, wurde zunächst die Methode 

der long-distance PCR angewendet. Damit können theoretisch Produkte mit einer Länge 

von bis zu 20 kb gewonnen werden. Hierzu wurden verschiedene Primerkombinationen 

von TCF3-Forward mit ZNF384-Reverse-Primern gewählt, die theoretisch mögliche 

Bruchpunkt-überspannende Produkte amplifizieren können. 

Zur Durchführung wurde das „Expand Long Template PCR System Kit“ genutzt. Bei einer 

erwarteten Produktlänge >12 kb wurde der enthaltene Puffer #3 verwendet. Das Herstel-

lerprotokoll wurde bei GC-reichen Sequenzen durch die Zugabe von 2% DMSO modifi-

ziert, so dass sich folgender Ansatz ergab: 2,5 µl 10x Puffer #3, 0,375 µl Enzym Mix, 

0,5 µl DMSO, 0,88 µl dNTP-Mix (10 mM), je 0,75 µl Forward und Reverse Primer (je 

10 µM), 1,5 µl Template wurden mit PCR-H2O auf 25 µl aufgefüllt. Das Programm wurde 

nach Angaben des Herstellers wie folgt durchlaufen: 

Tabelle 26: Cycler-Programm long distance PCR 

Diese PCR wurde mit Original-DNA und WGA-Produkt durchgeführt. Zusätzlich wurden 

als Positivkontrolle weitere Primerpaare (s. Tabelle 27) mit verschiedenen Produktlängen 

eingesetzt (Sequenzen s. Tabelle 12). 

Tabelle 27: Verwendete Kontrollprimerpaare für long-distance PCR 

Kontrollprimerpaare Zu erwartende 
Produktlänge Puffer 

KRAS E5a F x KRAS E5b R ~ 5,5 kb Puffer 1  
KRAS E4 F x KRAS E5a R ~ 10 kb Puffer 2 
KRAS E4 F x KRAS E5b R ~ 15 kb Puffer 3 
ETV6 E3 F x ETV6 E4 R ~ 15 kb Puffer 3 

 Temperatur Dauer Wiederholungen 
1. 94 °C 2 min  
2. 94 °C 10 sec 10 Zyklen 
3. 58 °C °C 30 sec 
4. 68 °C 20 min 
5. 94 °C 15 sec 25 Zyklen, bei 7.) Verlängerung 

von 20 Sec. pro Zyklus 6. 58 °C 30 sec 
7. 68 °C 20 min +20 sec/Zyk-

lus 
8. 68 °C 7 min  
9.  Hold at 20 °C   
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ETV6 E3 F x ETV6 E5 R ~ 30 kb Puffer 3 
KRAS E5a F x KRAS E5b R ~ 5,5 kb Puffer 1  
KRAS E4 F x KRAS E5a R ~ 10 kb Puffer 2 
KRAS E4F x KRAS E5b R ~15 kb Puffer 3 
ETV6 E3 F x ETV6 E4 R ~15 kb Puffer 3 

6.5.7.5 PCR möglicher Fusionsgentranskripte 

Die oben beschriebene Methode der konventionellen PCR wurde auch zur Amplifikation 

von möglichen Fusionsgentranskripten genutzt (cDNA-Präparation s. Abschnitt 6.5.6). 

Basierend auf den Ergebnissen der weiteren Analysen wurden Fusionsgene gewählt, die 

nach Translokationen, Bruchpunkten und Leserichtung möglich erschienen und die ent-

sprechenden Primerkombinationen gewählt. Für die Amplifikation möglicher Fusionsgen-

transkripte wurden folgende qPCR-Primer kombiniert (s. Tabelle 13): 

• MIDN E8 F 

• METTL4 E4 R 

• ADCYAP1 E4 F 

• SYT10 E1 R 

• ITPR2 E42 R 

Eine PCR-Amplifikation der möglichen TCF3-ZNF384-Fusion wurde auf cDNA-Ebene, 

aber auch auf genomischer Ebene durchgeführt. Dafür wurden folgende Primer miteinan-

der kombiniert: 

• TCF3 alle Forward-Primer von Exon 2 bis einschließlich Intron 3-4 

• alle ZNF384 Reverse-Primer von Intron 2-3 bis einschließlich Exon 4 

Zusätzlich wurden weitere Primer für die Anwendung auf cDNA entworfen, sie sind in 

Tabelle 14 dargestellt. 

6.5.7.6 nested PCR 

Zum Nachweis möglicher Fusionsgene wurde zusätzlich nested PCR eingesetzt. Dazu 

wird das aus der konventionellen PCR gewonnene Produkt gereinigt (s. Abschnitt 6.5.9.1) 

und erneut als Template analog der Methodik der konventionellen PCR (s. Abschnitt 

6.5.7.2) eingesetzt. Die nested PCR wird mit Primern durchgeführt, die innerhalb der zu-

vor amplifizierten Sequenz liegen, möglich ist auch die Durchführung als semi-nested 

PCR, bei der ein zuvor verwendeter Primer mit einem neuen Primer kombiniert wird. Vor-

teil dieser Methode ist die Selektion eines Produkts bei vorliegenden Nebenprodukten. 
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 Gelelektrophorese 

Zum Nachweis der erfolgreichen PCR erfolgte die Auftrennung mittels Agarose-Gelelekt-

rophorese. Dabei können Informationen über das Vorhandensein, Länge und Reinheit 

des Produktes gewonnen werden. Die Auftrennung der Produkte erfolgt in einem elektri-

schen Feld nach ihrer Größe. Zur Darstellung wird Ethidiumbromid zugesetzt, welches 

sich als Interkalans in die DNA-Doppelstränge einlagert und unter UV-Licht sichtbar ge-

macht wird. Ein Größenstandard lässt die Einschätzung der Produktgröße zu. Dazu wur-

den Agarose-Gele mit einer Konzentration von 1% in TBE-Puffer hergestellt und mit 

0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Zur besseren Sichtbarkeit der Proben im Gel wurden 

diese mit ~30% Dye versetzt. Die angelegte Spannung betrug 95 Volt, die Laufzeit wurde 

nach Produktauftrennung variiert. Anschließend wurden die Banden unter UV-Licht an-

hand eines Polaroidphotos dokumentiert und ausgewertet. 

 Sequenzierung nach Sanger 

6.5.9.1 Aufreinigung 
Zunächst erfolgte die Aufreinigung der erhaltenen PCR-Produkte nach folgendem An-

satz: 5 µl des PCR-Produktes werden mit 0,5 µl Exonuclease1-Puffer (10x), 0,5 µl Ant-

arctic-Phosphatase-Puffer (10x), 0,05 µl Exonuclease1 (20000 U/µl), 0,1 µl Antarctic-

Phosphatase (5000 U/µl) und 3,85 µl PCR-H2O versetzt und nach folgendem Programm 

inkubiert: 

Tabelle 28: Cycler-Programm Aufreinigung Sequenzierung 
 Temperatur Dauer 
1.) 37 °C 1 Stunde  
2.) 80 °C 15 min  
3.) Hold at 14 °C  

6.5.9.2 Sequenzierungsreaktion 

Anschließend erfolgte die Sequenzierung nach der Sanger-Didesoxymethode unter An-

wendung des „Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits“. Je Ansatz wurden 2 µl 

des aufgereinigten PCR-Produktes, 1 µl 5x Big Dye Puffer, 1 µl Big Dye Mix, 0,5 µl eines 

Primers (10 µM) mit PCR-H2O auf 7,5 µl aufgefüllt. Für jedes Produkt wurden dabei zwei 

Ansätze mit dem jeweiligen Forward oder Reverse-Primer, bei Produktlängen >800 kb 

weitere Ansätze mit zusätzlichen Primern pipettiert. Das verwendete Programm wird in 

Tabelle 29 dargestellt. 
Tabelle 29: Cycler-Programm Sequenzreaktion 
 Temperatur Dauer Wiederholungen 
1.) 96 °C 1 min  
2.) 96 °C 30 sec 25 Zyklen 3.) 50 °C 30 sec 
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4.) 60 °C 4 min 
5.) Hold at 4 °C   

6.5.9.3 Fällung 

Die Fällung der Proben erfolgte nach Überführung in eine 96-Well-Mikrotiterplatte. Zuerst 

wurden in jedes mit Probe belegte Well 26 µl H2Odest. pipettiert, anschließend wurden je 

64 µl Ethanol (100%) zugegeben und durch wiederholtes Pipettieren gemischt. Die Plat-

ten wurden für 30 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Nach Dekantieren des Überstandes 

erfolgte die Zugabe von je 100 µl Ethanol (70%) ohne Vermischen, es wurde erneut für 

10 min bei 300 rpm zentrifugiert und dekantiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 

zweimal durchgeführt. Zum Trocknen wurde die Platte einige Sekunden bei max. 200 rpm 

über Kopf zentrifugiert und anschließend für 1-2 Minuten bei 95 °C im Cycler ohne Abde-

ckung erwärmt. Die Pellets wurden in je 16 µl H2Odest. für 5 Minuten gelöst. Für die Se-

quenzierung erfolgte die Überführung der gelösten Proben in einer 1:10 Verdünnung mit 

H2Odest. (gesamt: 20 µl/Well) in die Sequenzerplatte. 

6.5.9.4 Analyse 

Die Analyse erfolgte auf dem „3730 DNA Analyzer“ von Applied Biosystems, für die Aus-

wertung der Sequenzen wurde die „Sequence Scanner Software“ von Applied Biosys-

tems genutzt. Auf die Referenzsequenzen wurde über ENSEMBL (Release 68, 

GrCh37/hg19, www.ensembl.org) und über den UCSC Genome Browser (hg19, http://ge-

nome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) zugegriffen. 

 Microarray-basierte komparative genomische Hybridisierung (aCGH) 

Die aCGH ist eine Methode zum Nachweis von Verlusten und Gewinnen innerhalb eines 

Genoms. Hierbei erfolgt eine Hybridisierung fluoreszenzmarkierter Proben-DNA gemein-

sam mit einer andersfarbig markierten Referenz-DNA auf einem Array mit fixierten DNA-

Sonden. Aus dem Verhältnis der Fluoreszenzsignale können anschließend numerische 

Aberrationen berechnet und dargestellt werden. 

Die aCGH-Analysen der Ersterkrankung und des Erstrezidivs wurden von der Arbeits-

gruppe Array-CGH unter der Leitung von Prof. Dr. E. Klopocki des Instituts für Medizini-

sche Genetik und Humangenetik der Charité durchgeführt. Die Analyse erfolgte auf ei-

nem 1M-Oligonukleotid-Array (Agilent Technologies), welches mit einem medianen Son-

denabstand von 2,1 kb auch den Nachweis von Mikrodeletionen und –gewinnen ermög-

licht. Die Durchführung erfolgte nach vorbeschriebenen Protokollen.58 
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Die Ergebnisse wurden mittels der Software „Genomic Workbench Standard Edition“ dar-

gestellt und ausgewertet. Als Einstellungen wurden folgende Parameter gewählt: Algo-

rithmus: ADM-2, Filter: 5 probes, log2ratio=0.29. 

Die Ergebnisse wurden hinsichtlich der Eingrenzung von Bruchpunkten, möglichen Fusi-

onsgenen und Genen mit Veränderung der Kopienzahl und deren Zuordnung zu Signal-

wegen ausgewertet. Basierend auf den Ergebnissen wurden auch weitere Sondenkom-

binationen für die FISH-Diagnostik geplant. 

 Quantitative real-time PCR (qPCR) 

Diese Methode ermöglicht eine relative Quantifizierung des eingesetzten Nukleinsäure-

Templates und kann damit zur Bestimmung von Deletionen, Amplifikationen und daraus 

resultierend von Bruchpunkten in genomischer DNA, sowie zur Bestimmung von Genex-

pressionsniveaus in cDNA genutzt werden. 

Dazu wird während einer PCR nach 

Zusatz von besonderen Fluorochro-

men (z.B. SYBR-Green) ein Fluores-

zenzsignal aufgezeichnet. Durch Inter-

kalation des Fluoreszenzmoleküls in 

die entstehenden DNA-Doppelstränge 

kann die Produktmenge in Echtzeit 

(real time) gemessen werden. Als Maß 

für die Quantifizierung wird der soge-

nannte CT-Wert (Cycle Threshold) her-

angezogen, der die Anzahl von Zyklen 

angibt, die zum Erreichen eines defi-

nierten Fluoreszenzniveaus notwendig waren (s. Abbildung 10). Bei der relativen Quan-

tifizierung wird der Wert des Zielgens auf ein Referenzgen bezogen. Für die Analyse 

genomischer DNA sollte dieses in einem nicht aberranten Bereich liegen, für Genexpres-

sionsanalysen wird ein sogenanntes housekeeping-Gen gewählt, welches keiner Regu-

lation unterliegt. Zusätzlich wird immer eine normale Kontrollprobe mitgeführt. Zur Be-

rechnung des relativen Verhältnisses wird die ΔΔCT -Methode angewendet:59 

∆ CT= CT Zielgen– CT Referenzgen 

∆∆ CT=∆CTProbe–∆CTKontrolle 
Ratio=2–∆∆CT  

Abbildung 10: Darstellung des ∆ CT -Wertes 
Am Beispiel der qPCR- Fluoreszenzkurve von Patienten- und 

Kontrollprobe 
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Zur Durchführung wurde der „5x HOT FirePol EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX)“ mit fol-

gendem Ansatz genutzt: 5 µl EvaGreen Mix 5x, je 1,0 µl Forward und Reverse Primer (5 

µM), 10 µl einer 1:10-Verdünnung des Templates (Gesamtmenge ~50 ng/Ansatz) wurden 

mit PCR-H2O auf 25 µl aufgefüllt und durchliefen im 7500 Real-Time PCR System das in 

Tabelle 30 gezeigte Programm. 
Tabelle 30: Cycler-Programm qPCR 

 Temperatur Dauer Wiederholungen 
1.) 95 °C 1 min  
2.) 95 °C 15 sec 

40 Zyklen 3.) 60 °C 30 sec 
4.) 72 °C 45 sec 
5.) Hold at 14 °C   

Zusätzlich wurden zur Ergebnisvalidierung weitere Versuche auf dem Step OnePlus 

Real-Time PCR System mit dem „Power SYBR Green PCR Master Mix“ durchgeführt. 

Dazu wurden pro Ansatz 10 µl des Power SYBR 2x Mix, je 0,8 µl Forward und Reverse 

Primer (5 µM), 5 µl einer 1:5-Verdünnung des Templates (Gesamtmenge ~50 ng/Ansatz) 

mit PCR-H2O auf 20 µl aufgefüllt und das oben angegebene Programm durchlaufen. 

Pro Ansatz wurde immer ein Leerwert mitgeführt, und die Ansätze als Duplikate bzw. 

teilweise auch als Triplikate pipettiert. Zur Überprüfung der Produktreinheit wurde am 

Ende jedes Durchlaufes die Schmelzkurve bestimmt und überprüft, dass nur ein Produkt 

mit spezifischer Schmelztemperatur vorlag. 

Folgende Einschlusskriterien der Messungen galten für die Auswertung: 

1. Entstehung eines reinen Produktes, siehe Schmelzkurve 

2. Fluoreszenzkurve mit exponentiellem Anteil 

3. kein Produkt in der Leerwertmessung 

4. effizienter Primer: CT <30 

5. Standardabweichung des ΔCт ≤0,250 

Zur Auswertung der Daten wurde verglichen, ob Original-DNA und WGA-Produkt als 

Template gleichwertig verwendbar sind. Dazu wurde für die für beide Templates vorlie-

genden Daten der Korrelationskoeffizient bestimmt, der ein Maß für den linearen Zusam-

menhang der Daten ist. Zusätzlich wurde bestimmt, ob für die Auswertung der Mittelwert 

aller die Kriterien erfüllenden Messungen oder der Wert mit der niedrigsten Standardab-

weichung zu nutzen ist. Auch hier wurde der lineare Zusammenhang mittels Korrelati-

onskoeffizient bestimmt. 
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6.5.11.1 Chromosomale Bruchpunktanalyse 

Als Template für die Bruchpunktanalyse wur-

den in erster Linie die WGA-Produkte von Pati-

enten- und Kontroll-DNA genutzt. Bei unklaren 

Ergebnissen und zur Bestimmung der absolu-

ten Kopienzahl wurde zusätzlich Original-DNA 

eingesetzt. 

Basierend auf der genauen Analyse des 

aCGH-Profils (Schema s. Abbildung 11) wur-

den die in Tabelle 13 aufgelisteten Primerpaare 

zur Amplifikation der in den oder in der Nähe 

von Bruchpunktbereichen liegenden Gene bzw. Exons gewählt, um die Bruchpunkte wei-

ter einzuengen. Als Referenzgen wurde hierfür MCPH1 gewählt, welches in einem un-

veränderten Chromosomenabschnitt liegt. 

6.5.11.2 Genexpressionsanalyse des Fusionstranskripts 

Weiterhin wurde die qPCR im Verlauf der Arbeit zur Untersuchung der Genexpression 

des gefundenen TCF3-ZNF384-Fusionsgens genutzt. Dazu wurden relative Expressi-

onsniveau von nicht deletierten und deletierten Exons von TCF3 und ZNF384 bestimmt. 

Es wurde angenommen, dass das Niveau nicht-deletierter Exons die Gesamtexpression 

von Fusionsgentranskript und normalem Allel repräsentiert, während deletierte Exons nur 

vom normalen Allel exprimiert werden können. Die Differenz beider Expressionsniveaus 

muss folglich vom Fusionsgentranskript getragen werden. 

Für die Analysen wurde die präparierte MPAL-cDNA als Template sowie Humane Pla-

zenta-cDNA und HeLa-cDNA als Kontrollproben eingesetzt. Folgende Primerkombinati-

onen (s.) wurden genutzt: 

• ZNF384 Exon 2 No2 Forward mit ZNF384 Exon 3 Reverse 

• ZNF384 Exon 4 Forward mit ZNF384 Exon 4 Reverse 

• ZNF384 Exon 4-5 Forward mit ZNF384 Exon 4-5 Reverse 

• TCF3 E2_cDNA Forward mit TCF3 E2_cDNA Reverse 

• TCF3 E2_cDNA Forward mit TCF3 E2-3 Reverse 

• TCF3 Exon 17 Forward mit TCF3 Exon 17 Reverse 

Abbildung 11: Schematische Übersicht des 
aCGH-Profils: Chromosomen 12, 18 und 19 von 
Ersterkrankung und Rezidiv 
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Als Referenz wurden Primerpaare für TPX2 und HPRT1 genutzt. Die Analyse wurde mit 

dem Power SYBR Green Kit auf dem Step One qPCR-Cycler nach dem o.g. Protokoll 

durchgeführt, die Menge des verwendeten Templates betrug hier ~25 ng. 

 RNA-Microarray-Analysen 

Die Genexpressionsanalysen der 

Ersterkrankung wurde im Labor für 

Funktionelle Genomforschung der 

Charité (Dr. U. Ungethüm) durch-

geführt. Zur Analyse wurde der Af-

fymetrix GeneChip Human Ge-

nome U133 Plus 2.0 verwendet. 

Als Referenz wurden die Daten von 

myeloischen leukämischen (LSC) 

und hämatopoetischen Stammzel-

len (HSC) aus der Publikation von 

Majeti et al.60 genutzt. Die RNA-Isolierung und Aufreinigung sowie die Durchführung des 

Genexpressionsarrays wurden zur besseren Vergleichbarkeit an die in der Publikation 

beschriebenen Methoden angelehnt. Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Hauptkom-

ponentenanalyse (Principal Component Analysis), mit der die Konformität innerhalb der 

Gruppen und die Abgrenzung gegenüber den anderen Typen von Zellen dargestellt wird. 

Die Validität der Verwendung der HSC als Vergleichsgruppe wurde auch durch die Arbeit 

von Janette Nickel (AG Seeger) bestätigt, die Analyse der Genexpressionsdaten analog 

der Methode von Rapin et al 61 zeigte eine enge Verwandtschaft der MPAL zu den HSC. 

6.6 Weitergehende Auswertung der Daten 

 Auswertung der Daten aus aCGH 

Bereits in den Vorarbeiten wurde durch Dr. Dr. T. Heiden (AG Seeger) basierend auf den 

Daten der aCGH für die Ersterkrankung eine Liste der Gene mit Abweichungen der Ko-

pienzahl erstellt. Dabei wurden sogenannte copy number variations (CNV), Bereiche des 

Genoms, die generell einer breiten Variation ihrer Kopienzahl unterliegen, von der weite-

ren Betrachtung der Ergebnisse ausgeschlossen.62 Aus dieser Liste von Gene mit copy 

number aberrations (CNA) wurden die Kandidatengene wie in Abschnitt 5.2.3 beschrie-

ben ausgewählt. 

Abbildung 12: Principal component analysis 
MPAL (rot), HSC (blau) und LSC (grün) 
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Zur Bestätigung der gewählten Gene und zur Suche nach zusätzlichen Kandidatengenen 

wurden die Daten im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit weitergehend ausgewertet. 

Hier wurden auch die aCGH-Daten des Erstrezidives mit einbezogen. Basierend auf den 

unten genannten Datenbanken, die eine Zuordnung zu den Kategorien „Tumorsuppres-

sor„ und „Onkogen“ ermöglichen, wurde eine Liste von Genen erstellt, die im Zusammen-

hang mit diversen Malignomen in der Literatur beschrieben wurde. Gene der Listen von 

Ersterkrankung und Erstrezidiv wurden wie folgt analysiert: 

1. Art der Kopienzahländerung: Verlust oder Gewinn 

2. in der Literatur beschriebene Funktion: Onkogen oder Tumorsuppressor (soweit 

bekannt) 

3. Malignomtyp, für den ein Zusammenhang in der Literatur beschrieben wurde 

4. Vergleich von Aberration und Funktion: proliferative oder tumorsuppressive Wir-

kung 

Für die Literaturrecherche wurden verschiedene Datenbanken genutzt: 

• PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) und Gene 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) des National Center for Biotechnology Infor-

mation (NCBI), 

• Wikigenes (https://www.wikigenes.org), 

• Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology (http://atlas-

geneticsoncology.org), 

• GeneNote (Online Tool existiert inzwischen nicht mehr) 

• Onkogendatenbank des Bundesamtes für Verbraucherschutz und Lebensmittel-

sicherheit (http://apps2.bvl.bund.de/oncogene /protected/main/oncoGene.do) 

Für die Auswertung wurde eine proliferative Wirkung deletierter Tumorsuppressoren und 

amplifizierter Onkogene angenommen. Zusätzlich wurden die CNA-Genlisten, wie unten 

in 6.6.2.3 beschrieben, mit „GeneCodis 3.0 oder 4.0“33,34,63 für die Integration von Gen-

expressionsdaten analysiert. 

 Auswertung der Genexpressionsdaten 

Wie bereits in Abschnitt 6.5.12 beschrieben, wurden die Genexpressionsdaten mit den 

publizierten Daten von HSC und LSC60 verglichen. Für den ersten Vergleich mit dem 

Immunphänotyp wurden zunächst die normalisierten Genexpressionsdaten (RMA Algo-

rithmus Partek, Genomics Suite) verwendet, in den weitergehenden Auswertungen 
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wurde überwiegend das Verhältnis dieser normalisierten linearen Expressionsniveaus 

von MPAL zu HSC genutzt, da HSC in der Literatur als MPAL-Vorläuferzellen beschrie-

ben werden. 

Die weitere statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels „limma“, einer Bioconduc-

tor-Software, welche Microarray- und RNA-seq Daten verarbeiten kann.64 Die primäre 

Auswertung mittels limma-Package erfolgte durch Janette Nickel (AG Seeger). Die durch-

geführte Datenanalyse und -filterung gestattete die Identifizierung differentiell exprimier-

ter Gene (adjusted p-value <0,01). Für die weitere Verwendung in dieser Arbeit wurden 

die Daten durch die Zuordnung der ENSEMBL-Gennummern sowie des aus logFC be-

rechneten linearen Ratio ergänzt. Des Weiteren entstammen dieser Auswertung auch 

Vergleiche der Genexpressionsdaten mit derer anderer hämatopoetischer Zellreihen, aus 

denen Aussagen über die Verwandtschaft gemacht werden konnten (s. letzter Abschnitt 

von 6.5.12). Als Cut-Off Wert für überexprimierte Gene wurde eine Ratio MPAL/HSC >3 

bzw. für unterexprimierte Gene <0,33 definiert. 

6.6.2.1 Vergleich Genexpression (RNA-Microarray) und Immunphänotyp 

Um einen Zusammenhang zwischen den Daten von RNA-Microarray- und Protein-Ex-

pressionsanalysen zu prüfen, wurden die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Im-

munphänotypisierung mit denen der Microarrayanalysen der entsprechenden Gene ver-

glichen. Dieser Vergleich erfolgte für die zellreihendefinierenden Marker nach WHO-Klas-

sifikation. Für die Übersicht wurden die normalisierten Daten für die einzelnen Probesets 

der Affymetrix-Chips verwendet, beim Vorliegen mehrerer Probesets für einen Marker 

wurde der Mittelwert dargestellt. 

6.6.2.2 Ergänzung der Kandidatengenanalyse der aCGH 

Die mittels Vergleich von aCGH-Daten und Literaturrecherche (s. Abschnitt 6.6.1) er-

stellte Liste aberranter Tumorsuppressor- und Onkogene wurde für die Ersterkrankung 

mit den Daten der Genexpression ergänzt. Dazu wurde für alle Genen, die nach limma-

Analyse eine signifikant aberrante Genexpression gegenüber den hämatopoetischen 

Stammzellen aufweisen, das Expressionsverhältnis MPAL/HSC berechnet. Amplifizierte 

Onkogene mit verstärkter Genexpression und deletierte Tumorsuppressoren mit redu-

zierter Genexpression wurden identifiziert und somit einer zu erwartenden proliferativen 

oder antiproliferativen Wirkung zugeordnet. Zusätzlich wurde die Gewebespezifität be-

rücksichtigt, z.B. wurden Gene aussortiert, für die lediglich eine Relevanz bei Prostatakar-

zinomen beschrieben wurde. 
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6.6.2.3 „GeneCodis“ und Signalweganalysen 

Zur Auswertung der Genexpressionsdaten wurden Analysen mit „GeneCodis 3.0 bzw. 

4.0“ (https://genecodis.genyo.es/) durchgeführt. Unter Anwendung der älteren Version 

des Programmes wurden bereits zu Beginn des Projektes die Kandiatengene ausge-

wählt. „GeneCodis“ berücksichtigt keine absoluten Expressionsdaten, es analysiert eine 

eingegebene Liste von Gennamen hinsichtlich ihrer Zuordnung zu verschiedenen Signal-

wegen und deren Signifikanz.33,34,63 

Vorteil dieser Methode ist die Variabilität der Genlisten nach frei wählbaren Kriterien. So 

können mit dem Programm die nach limma-Analyse signifikant aberrant exprimierten 

Gene der MPAL wie auch die Listen mit CNA nach aCGH für MPAL (wie in den Vorarbei-

ten) und Rezidiv analysiert werden. 

Mit den gewonnenen Informationen wurden signifikante von Aberrationen betroffene Sig-

nalwege zwischen den verschiedenen Zellreihen sowie zwischen Ersterkrankung und 

Rezidiv verglichen. Auch ein differenzierter Vergleich der Gruppen mit Über- und Unter-

expression wurde durchgeführt. 

Für die Durchführung wurden in „GeneCodis 4“ folgende Parameter gewählt: organism: 

„Homo sapiens“, annotation: „KEGG“, test: „Hypergeometric“, mode of analysis: „Single“, 

P-value correction: „FDR“, min. genes annotated: „3“, universe: „Whole Genome“. Es 

wurden die Ergebnisse der co-annotated Analyse verwendet. 

„GeneCodis“ ermöglicht auch die Analyse basierend auf anderen Kategorien wie z.B. 

Gene Ontology (Biological Process, Cellular Component, Molecular Function), Omin 

Diseases, Pub Med und MicroRNAs, auch kombinierende Analysen (modular enrichment 

analysis) sind möglich.63 Zusätzlich zu den Signalweganalysen wurden die Listen in Be-

zug auf GO Biological Process untersucht. 

Aufbauend auf den durch diese Auswertungen gewonnenen Ergebnissen wurden für die 

Diskussion Signalwege weitergehend ausgewertet. Hierzu wurde direkt über die Seite 

von KEGG (http://www.genome.jp/kegg/)35–37 auf die im jeweiligen Signalweg vertretenen 

Gene zugegriffen und die farbliche Darstellung über user data mapping generiert.  
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7 Ergebnisse 

7.1 Molekularzytogenetik 

 Ersterkrankung (MPAL) 

Die ersten tumorgenetischen Voruntersuchungen der Ersterkrankung (s. Abschnitt 5.2.3) 

ließen bereits eine hohe genetische Komplexität der Leukämiezellen erahnen. Zur ge-

naueren Klärung der chromosomalen Aberrationen wurden weitere FISH-Analysen mit 

verschiedenen Sondenkombinationen (s. Abschnitt 6.5.2.1) durchgeführt. Die Karyotypi-

sierung zeigte eine mögliche chromosomale Translokation t(12;19), unter Berücksichti-

gung der Bruchpunkte im aCGH-Profil wurde eine TCF3-ZNF384-Fusion vermutet. Erste 

FISH-Untersuchungen mit TCF3-Sonden zeigten dabei eine Splittung von TCF3 mit 

Translokation und Amplifikation des distalen Sondenanteils (s. Abbildung 7 und Abbil-

dung 13 B).  

 

 

Abbildung 13: Nachweis der chromosomalen Translokation t(12;19) in leukämischen Blasten der MPAL-
Ersterkrankung - schematischer Aufbau und repräsentative Abbildungen 

[A] Ausschnitt Karyogramm: der(12) und der(19), [B] FISH: Translokation und Amplifikation von 19pter auf Chr. 12 

mit Splittung der TCF3 Break-Apart Sonde DAKO (distales TCF3 / proximales TCF3), [C] FISH: Translokation von 

12p an TCF3 auf Chr. 19 (RP11-707G18 / (TCF3 / PBX1), [D] FISH: Translokation und Amplifikation von 19pter auf 

der12 und der18 (CTD-3113P16), [E]  FISH: linke Interphase: Splittung der TCF3 Break-Apart Sonde DAKO (dis-

tales TCF3 / proximales TCF3) ohne Amplifikation des distalen Sondenanteils 
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Durch weitere Hybridisierung konnte die Translokation des 12p-Abschnittes mit ZNF384 

an das TCF3-Gen nachgewiesen werden, die Fusion der roten und grünen Sonde auf 

Chromosom 19 ist in Abbildung 13 C erkennbar. Diese Translokation wurde in allen Leu-

kämiezellen einheitlich beobachtet. Durch den Einsatz der TCF3-Splitsonde fielen auch 

Amplifikationen des distalen Sondenanteils auf den Chromosomen 12 und 18 in nahezu 

allen Blasten auf. Allerdings fanden wir auch vereinzelt Zellen, die zwar die Translokation 

des distalen TCF3-Sondenanteils jedoch ohne weitere Amplifikation aufwiesen (s. Abbil-

dung 13 E). Um die Amplifikationen genauer zu analysieren wurden weitere Sondenkom-

binationen hybridisiert. Die Sondenauswahl wurde in Hinblick auf die Bereiche mit Zuge-

winnen im aCGH-Profil getroffen. Mit einer weiteren Sonde wurde die Translokation und 

Amplifikation des terminalen Abschnitts von 19p auf die Chromosomen 18 und 12 (s. 

Abbildung 13 D) bestätigt. 

Durch die Wahl einer auf KRAS hybridisierenden Sonde zum Nachweis der 12p-Amplifi-

kation konnte auch die nach aCGH-Profil vermutete KRAS-Amplifikation in nahezu allen 

Blasten bewiesen werden. Die KRAS-Färbung auf Interphasen ist in Abbildung 14 bei-

spielhaft dargestellt. Durch die gezielten Hybridisie-

rungskombinationen konnte im Folgenden die Kolokali-

sation und -amplifikation von Abschnitten von 12p (mit 

KRAS) sowie der Subtelomerbereiche von 18p und 19p 

auf verschieden aufgebauten derivativen Chromosomen 

12 und 18 bewiesen werden (s. Abbildung 16-19). Je-

doch wurde auch in diesen Färbungen eine einzelne Me-

taphase gefunden, die (analog zur Zelle aus 13E) eine 

Kolokalisation ohne Amplifikation dieser Bereiche auf-

weist (s. Abbildung 15). 

 

Abbildung 14: KRAS-Amplifikation 
Interphase-FISH (RP11-708G18) 
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Beruhend auf diesen Er-

gebnissen ist eine primär 

bei der Blastenentstehung 

aufgetretene Translokation 

t(12;19) als first hit oder 

founder mutation sehr 

wahrscheinlich. Diese An-

nahme wird unterstützt 

durch die Identifizierung ei-

ner Zelle mit t(12;19) als 

wahrscheinlich einziger 

Veränderung (s. Abschnitt 

5.2.3) und den einheitlichen 

Nachweis dieser Translokation in allen Leukämiezellen. 

Erst in der Folge könnten dann die weiteren – auf den ersten Blick vorherrschenden - 

Amplifikationen entstanden sein, welche zunächst sehr verschieden und komplex impo-

nierten. So ließen sich die koamplifizierten Bereiche mit variabler Lokalisation und Amp-

lifikatquantität sowohl auf dizentrischen Chromosomen dic(12;18) als auch auf derivati-

ven Chromosomen 12 und 18 nachweisen. 

Mittels Auswertung der weiteren Hybridisierungen gelang eine vereinfachte Darstellung 

der diversen Aberrationen, welche dann als Subtypen von Klonen identifiziert und zusam-

mengefasst werden konnten. Abbildung 16 zeigt den Aufbau des vorherrschenden di-

zentrischen Chromosoms dic(12;18) mit Lokalisation der amplifizierten Bereiche zwi-

schen den beiden Zentromeren. Auch derivative Chromosomen, welche zunächst mono-

zentrisch erschienen, konnten durch den Einsatz von Zentromerproben für 12 und 18 als 

ein solches dic(12;18) identifiziert werden, sie sind jedoch morphologisch nur einge-

schränkt als dizentrisches Chromosom in den Metaphasepräparaten erkennbar (s.Abbil-

dung 16 B). Des Weiteren wurde bei bekannter Instabilität dizentrischer Chromosomen 

ein potenzieller Zerfall des dizentrischen Chromosoms angenommen. Daher wurden die 

Zellen mit endständigem Amplifikat auf der(12) und der(18) unter einem Klontyp mit den 

Zellen mit dizentrischem Chromosom zusammengefasst (s. Abbildung 16 G-J). 

Abbildung 15: FISH-Analyse einer Metaphase der MPAL mit Kolokalisa-
tion ohne Amplifikation der Abschnitte von 12p, 18p und 19p auf der(12) 
(RP11-708G18, RP11-769O8* und CTD-3113P16), im Vergleich rechts unten 

eine Interphase mit Amplifikation, das rechte Bild zeigt eine vergrößerte An-

sicht des der(12) 
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Die parallele Hybridisierung von WCP18 mit einer Sonde für das Subtelomer 18p -wie in 

Abbildung 16 D dargestellt- zeigt auch, warum die ersten Analysen der Vorarbeiten diese 

Amplifikation nicht erkennen ließen: So wird der Subtelomerbereich durch die eingesetzte 

WCP18-Sonde nicht markiert, ohne die gezielte Sondenauswahl aufgrund des aCGH-

Profils wäre dieser Zugewinn wahrscheinlich nicht gesehen worden. Unter anderem zeigt 

diese Hybridisierung auch die unterschiedliche Amplifikatmenge auf den derivativen 

Chrosomen 12 und 18 (s. Abbildung 16 I). Insgesamt lässt sich beobachten, dass meist 

eine offenbar kontinuierliche Verschiebung vorliegt. Das heißt, der Hauptanteil liegt ent-

weder auf der(12) oder auf der(18) oder das Amplifikat ist relativ gleichmäßig verteilt. 

 

Abbildung 16: Dizentrisches Chromosoms dic(12;18) sowie derivative Chromosomen der(12) und der(18) - 
schematischer Aufbau und repräsentative Abbildungen 
[A] Karyogramm: dic(12;18), [B] FISH: dic(12;18) mit Färbung der Zentromere, links ohne Kondensation des Zentro-

mers 12 (CEP18 / CEP12 / RP11-769O8*), [C] SKY: dic(12;18), [D] FISH: dic(12;18), der amplifizierte Subtelomer-

bereich von 18p wird nicht durch WCP 18 erfasst (XCP18 / RP11-769O8), [E] FISH: dic(12;18) (XCP18 / XCP12), 

[F] FISH: dic(12;18) mit Koamplifikation der Abschnitte von 12p und der Subtelomerbereiche von 18p und 19p (von 

links nach rechts: Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-3113P16 und RP11-769O8*, Overlay aller 3 

Sonden), [G] FISH: der(12) und der(18) mit Koamplifikation der Abschnitte von 12p und der Subtelomerbereiche 

von 18p und 19p (von links nach rechts: Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-3113P16 und RP11-

769O8*, Overlay aller 3 Sonden), [H] SKY: der(12) und der(18), [I] FISH: variable Amplifikatmenge auf der(12) und 

der(18) (CEP18 / CEP12 / RP11-769O8*) , [J] FISH: normales Chr. 12, der(12), der(18) und normales Chr.18 

(XCP18 / XCP12), 

*Spectrum aqua: in den Aufnahmen zur besseren Erkennbarkeit als weißes Signal aufgenommen 
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Weitere Metaphasen 

weisen sowohl ein di-

zentrisches Chromo-

som der(12;18) wie 

auch ein derivatives 

Chromosom 18 zu-

sätzlich zum normalen 

Chromosom 18 auf (s. 

Abbildung 17). Das 

heißt, diese Zellen be-

sitzen zusätzlich Ma-

terial von 18q. Da die-

ser Subklon jedoch in 

den Metaphasen deut-

lich seltener vorlag, er-

klärt das wahrschein-

lich, warum im aCGH-

Profil der Ersterkran-

kung kein Zugewinn 

sichtbar ist. Abwei-

chend vom in Abbil-

dung 16 dargestelltem dic(12;18) zeigt dieses dizentrische Chromosom hier nur eine Ko-

lokalisation ohne Amplifikation aller 3 Bereiche, auf dem zusätzlichen der(18) liegen diese 

amplifiziert vor. 

Eine abweichende Amplifikationsanordnung im dizentrischen Chromosom wies ein wei-

terer Subklon wie in Abbildung 18 gezeigt auf: Im Gegensatz zu den bisher dargestellten 

dic(12;18) liegt hier zwischen den beiden Zentromeren nur Material von Chromosom 12, 

die gemeinsame Koamplifikation befindet sich distal des Zentromers 18. Aufgrund der 

Entwicklung im Rezidiv nehmen wir an, dass der amplifikationstragende Arm endständig 

18q-Material aufweist. Dies konnte jedoch in keiner Hybridisierung nachgewiesen wer-

den. Auch hier liegt ein zusätzliches derivatives Chromosom 18 vor. 

Abbildung 17: Subklon mit zusätzlichem der(18) - schematischer Aufbau und 
repräsentative Abbildungen 
[A] FISH: gemeinsames Vorliegen von dic(12;18) und der(18) (XCP18 / XCP12), [B] 

FISH: gemeinsames Vorliegen von dic(12;18) (oben), der(18) (mittig) und normalem 

Chromosom 18 (unten) (XCP18 / RP11-769O8), [C] FISH: Lokalisation von 18pter 

ohne Amplifikation zwischen den Zentromeren (oben: CEP18 / CEP12, unten: 

CEP12 / RP11-769O8*), [D] FISH: dic(12;18) ohne Amplifikation (unten) und der(18) 

(oben) (von links nach rechts: Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-

3113P16 und RP11-769O8*, Overlay aller 3 Sonden) 

*Spectrum aqua: in den Aufnahmen zur besseren Erkennbarkeit als weißes Signal aufge-
nommen 
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Eine interessante Entdeckung war der Nachweis eines Subklons, welcher erstmals eine 

getrennte Lokalisation der verschiedenen Zugewinne zeigt (wie in Abbildung 19 darge-

stellt). So beinhaltet ein derivatives Chromosom 12 zwar alle Zugewinne auf dem p-Arm, 

jedoch befindet sich der 18p-Subtelomerbereich hier nur zentromernah in Kolokalisation 

mit einem Subtelomer 19p-Signal. Ein weiteres Signal vom 19p-Subtelomerbereich liegt 

distal, dazwischen liegt 12p mit KRAS allein amplifiziert vor. Das derivative Chromosom 

18 derselben Zelle weist dafür kein 12p-Material auf, hier liegen die Subtelomerbereiche 

von 18p und 19p singu-

lär kolokalisiert vor. Für 

das Verständnis der 

Rezidiventwicklung mit 

der Deletion des in der 

Ersterkrankung noch 

amplifizierten Subtelo-

merbereichs von 18p 

ist der Nachweis der ge-

trennt vorliegenden 

Amplifikationen eine 

wichtige Beobachtung. 

So kann der Verlust ein-

Abbildung 18: Dizentrisches Chromosoms dic(12;18) mit peripherer Amplifikation und zusätzlichem der(18)- 
schematischer Aufbau und repräsentative Abbildungen 
[A] FISH: dic(12;18) (rechts) mit peripherer Amplifikation sowie der(18) (links) (CEP18 / CEP12 / RP11-769O8*), [B] 

FISH: dic(12;18) (oben) und der(18) (unten) (von links nach rechts: Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-

3113P16 und RP11-769O8*, Overlay aller 3 Sonden) 

*Spectrum aqua: in den Aufnahmen zur besseren Erkennbarkeit als weißes Signal aufgenommen 

Abbildung 19: Derivatives Chromosom der(12) mit getrennten Amplifikatio-
nen und der(18) ohne KRAS-Beteiligung- schematischer Aufbau und reprä-
sentative Abbildungen 
FISH: der(18) (oben) und der(12) (unten) (von links nach rechts: Bandenfärbung; 

je einzeln RP11-708G18, CTD-3113P16 und RP11-769O8*, Overlay aller 3 Son-

den) 

*Spectrum aqua: in den Aufnahmen zur besseren Erkennbarkeit als weißes Signal aufge-
nommen 
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zelner Bereiche, die zunächst nur in Kolokalisation der amplifizierten Abschnitte gesehen 

wurde, besser nachvollzogen werden. 

Für die Beschreibung dieser komplexen Karyotypen sind die Empfehlungen des ISCN 

nicht ausreichend und mussten variiert bzw. ergänzt werden. Im tumorgenetischen Be-

fund der Ersterkrankung des Instituts für Medizinische Genetik und Humangenetik der 

Charité wurde er basierend auf den Analyseergebnissen der hier vorliegenden Arbeit, 

auch unter Berücksichtigung der aCGH-Analyse, wie folgt beschrieben: 

46,XX,der(12)(18pterà 18p11.32 and 19pterà19p13.3 and 

12p12.1à12p11.21::12p11.1à12qter), der(18)(19pterà19p13.3 and 12p1? 2.1à12p11? 

::18p1?32à18p11.32::18p11.1à18qter),der(19)(12pterà12p13.31::19p13.3à19qter) 

ish der(12)(ETV6-,WCP18+,(RP11 -769O8,5'TCF3,subtel.19,KRAS)coamp**), 

ish der(18)(WCP12+,WCP18+)(5'TCF3,KRAS)coamp), 

ish der(19)(subtel 19p-,3'TCF3+,WCP12+,subtel.12p+)/ 

45,XX,dic(12;18)(18qteràp1?1:: 19pteràp13.3 and 12p12.1à11.23::12p11.21à12qter) 

ish dic(12;18)(WCP12+,WCP18+,(5’TCF3,KRAS)coamp 

ish der(19)(subtel 19p-,3'TCF3+,WCP12+,subtel. 12p+)/ 

46,XX,der(1)t(1;?)(p1?1;?),+der(?)t(1;?)(q11;?),der(12)(18? à18?::12p1? à12q), 

der(19)(12pteràp13.31::19p13.3-àqter)** 

ish der(1)(subtel.19+),der(12)(subtel19)amp, 

der(19)(subtel.19p-,subtel.12p+)/ 

46,XX 

In diesem Befund wird auch 

ein Subklon aufgeführt, wel-

cher zusätzlich ein derivatives 

Chromosom 1 beschreibt. In 

den Analysen konnte dieses 

als weiteres dizentrisches 

Chromosom dic(1;18) zusätz-

lich zum vorbeschriebenen 

dic(12;18) klassifiziert werden 

(s. Abbildung 20). In den 

Rezidiven wurde es nicht mehr 

nachgewiesen.  

Abbildung 20: Bildung eines weiteren dizentrischen Chromosoms 
dic(1;18) 
Links: Metaphase mit dic(12;18) sowie dic(1;18) mit zusätzlichen Material 

18pter zwischen den Zentromeren beider dizentrischen Chromosomen, 

rechts: Aufnahme der gleichen Metaphase mit beiden Zentromerproben. 

(CEP18 / CEP12 / RP11-769O8*) 

*Spectrum aqua: in den Aufnahmen zur besseren Erkennbarkeit als weißes Signal auf-
genommen 



Ergebnisse 

 62 

Eine weitere Hybridisierung erfolgte zur Veri-

fizierung der im aCGH-Profil sichtbaren De-

letion im Bereich des Tumorsuppressorgens 

CDKN2A (p16) auf Chromosom 9. Zur Be-

stimmung der Kopienzahl wurde die 

CDKN2A/CEP9-Sonde auf Interphasekernen 

hybridisiert. Eine homozygote Deletion des 

CDKN2A Lokus wurde in 47% von 100 der 

gezählten Zellkerne beobachtet (s. Abbildung 

21), keine Zelle zeigte in dieser Analyse eine 

heterozygote Deletion. 

Für die Ersterkrankung ergaben sich durch 

die zusätzliche SKY-Diagnostik keine neuen, 

durch konventionelle FISH-Analysen uner-

kannt gebliebenen Aberrationen. Jedoch sa-

hen wir eine Zelle mit zusätzlichen Aberratio-

nen, die gemeinsame Merkmale mit dem Er-

strezidiv besitzt (s. Abbildung 22): Sie wies 

eine Monosomie 18 sowie eine Monosomie X 

auf, die in keiner anderen Zelle der MPAL 

nachweisbar war. Außerdem besaß diese Metaphase ebenso wie alle Zellen des Erstre-

zidivs ein weiteres nicht zuordenbares Markerchromosom. Aufgrund dieser eindeutigen 

Merkmale kann sie retrospektiv als potenzielle Vorläuferzelle der Rezidiverkrankung be-

trachtet werden, auch wenn sie für die Ersterkrankung als Einzelzelle nicht als eigenstän-

diger Klon gewertet werden kann. 

Abbildung 21: Homozygote Deletion des 
CDKN2A-Lokus 
Ausstrichpräparat der Ersterkrankung (Vysis 

CDKN2A / CEP 9 FISH Probe Kit), links Zellen mit 

homozygoter Deletion, rechte Zelle ohne Deletion  

Abbildung 22: Potenzielle Vorläuferzelle 
SKY: Teil einer Metaphase mit t(12;18), Monosomie 

18, Monosomie X sowie Markerchromosom 
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 Erstrezidiv 

Die für die im vorigen Abschnitt beschrie-

benen Veränderungen der Einzelzellen 

der MPAL können bereits im Karyo-

gramm des Erstrezidivs deutlich wieder-

erkannt werden (s. Abbildung 23): Alle 

Zellen weisen hier neben der Transloka-

tion t(12;19) eine Monosomie X, eine Mo-

nosomie 18 sowie ein Markerchromosom 

auf. Weiterhin weisen alle aberranten Me-

taphasen unterschiedlich lange derivative 

Chromosomen 12 auf, es lassen sich je-

doch keine dizentrischen Chromosomen 

mehr nachweisen. Die in der Ersterkran-

kung beobachteten komplexen Umbau-

ten unter Beteiligung der Chromosomen-

abschnitte von 12, 18 und 19 erscheinen 

im Erstrezidiv mit nur 2 Subklonen deut-

lich einheitlicher, was sich durch FISH-

Analysen in der Folge genauer darstellen 

ließ. 

Unterstützt durch die Informationen aus der aCGH konnte verifiziert werden, dass der 

vormals amplifizierte Subtelomerbereich von 18p nun heterozygot deletiert ist (s. Abbil-

dung 24). Koamplifiziert sind jedoch weiterhin gemeinsam die Bereiche der Chromoso-

men 12 und 19 auf dem derivativen Chromosom 12. Dort werden diese amplifizierten 

Abschnitte von translozierten Abschnitten des 18q-Arms in mehrfacher Kopienzahl unter-

brochen. Wie in Abbildung 25 zu sehen, sind die 18q-Abschnitte dabei invertiert einge-

baut. Dabei unterscheiden sich die beiden Subklone nur durch die Duplikation der Amp-

lifikationsanordnung auf dem 12p-Arm. Weiterhin besteht die Translokation t(12;19) mit 

wahrscheinlicher TCF3-ZNF384-Fusion in allen Zellen. 

 

Abbildung 23: Karyogramm des Erstrezidivs 
Rot markiert sind das Markerchromosom sowie die 

Monosomie X und 18 

Abbildung 24: Heterozygote Deletion des Subtelo-
merbereichs 18p im Erstrezidiv 
(Interphase-FISH) (RP11-707G18 / RP11-769O8) 
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Abbildung 25: der(12) im Rezidiv - schematischer Aufbau und repräsentative Abbildungen 
[A] FISH: der(12)  im Subklon 1 mit Koamplifikation von KRAS und 19pter bei Deletion von 18pter (von links nach 

rechts: Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-3113P16 und RP11-769O8*, Overlay aller 3 Sonden), [B] 

SKY: der(12) aus Subklon 1 mit einfacher Duplikation, [C] FISH:  der (12) aus Subklon 1 mit ETV6-Deletion (groß, 

im Vergleich normales Chr. 12) (XCP18 / XCP12 / ETV6), [D] FISH: BCL2-Amplifikation auf der(12) aus Subklon 1 

(IGH/ BCL2 Dual Color Probe - nur BCL2 dargestellt), [E] FISH: der(12)  aus Subklon 1 mit Duplikation und Inversion 

von 18q-Abschnitt (RP11-28F1, RP11-463D17), [F] FISH: der(12) Subklon 1 mit Duplikation und Inversion von 18q-

Abschnitt und endständigem 18qter (RP11-28F1, RP11-463D17, RP11-118I2), [G] SKY: der(12) aus Subklon 2 mit 

doppelter Duplikation, [H] FISH:  der (12) aus Subklon 2 mit ETV6-Deletion  (XCP18 / XCP12 / ETV6), [I] FISH: 

BCL2-Amplifikation auf der(12) aus Subklon 2 (IGH/ BCL2 Dual Color Probe - nur BCL2 dargestellt), [J] FISH: der(12) 

aus Subklon 2 mit doppelter Duplikation und Inversion von 18q-Abschnitt (RP11-28F1, RP11-463D17), [K]  FISH: 

der(12)  im Subklon 2 mit Koamplifikation von KRAS und 19pter bei Deletion von 18pter (von links nach rechts: 

Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-3113P16 und RP11-769O8*, Overlay aller 3 Sonden) 
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Der Ursprung des Markerchromo-

soms (s. Abbildung 26) von Chromo-

som 18 konnte in den Analysen 

nachgewiesen werden. Es enthält 

neben dem Zentromer 18 auch An-

teile der 19p-Amplifikation sowie 

KRAS, möglicherweise liegt es auch 

als Ringchromosom vor. 

Neu aufgetreten ist auch eine balan-

cierte Translokation t(11;12) zwi-

schen den beiden q-Armen (s. Abbil-

dung 27). Eine zunächst vermutete 

MLL-Rekombination konnte durch 

entsprechende Hybridisierungen 

ausgeschlossen werden, der Bruch-

punkt muss in der Nähe des vollstän-

dig mittranslozierten CCND1-Gens 

liegen. 

Der Nachweis einer weiteren 

Translokation gelang nur in den SKY-

Analysen: Hier konnte gezeigt wer-

den, dass zusätzlich zu den oben ge-

nannten Aberrationen noch eine bis-

her nicht gezeigte balancierte 

Translokation t(5;6) in allen aberran-

ten Zellen vorliegt. (s. Abbildung 28). 

Abbildung 27: Translokation t(11;12) – schematischer 
Aufbau und repräsentative Abbildungen 
[A] FISH: Translokation t(11;12) mit kompletter MLL-Translo-

kation (groß: Metaphase, rechts oben: der(12), rechts unten: 

der(11) (XCP12 / XCP11 / MLL), [B] SKY: der(11) und der(12) 

Abbildung 26: Markerchromosom - schematischer Auf-
bau und repräsentative Abbildungen 
[A] FISH: mar mit KRAS und 19pter (von links nach rechts: 

Bandenfärbung; je einzeln RP11-708G18, CTD-3113P16, 

Overlay beider Sonden), [B] FISH: mar mit distaler TCF3- 

Break-Apart Sonde DAKO (distales TCF3 / proximales TCF3),  

[C] FISH: mar mit Zentromer 18 (links im Bild normales Chr. 

18) (CEP18 / RP11-769O8*) 

*Spectrum aqua: in den Aufnahmen zur besseren Erkennbarkeit als 
weißes Signal aufgenommen 
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Die Färbungen der Patientenproben von 

Erst- und Zweitrezidiv wurden wegen 

mangelndem Patientenmaterial an kon-

servierten Ausstrichen durchgeführt. Auf-

grund von Überlagerungen konnten hier 

deutlich weniger Zellen ausgewertet wer-

den. 

Des Weiteren zeigten die Metaphase-

FISH-Analysen des CDKN2A-Lokus eine 

fortbestehende homozygote Deletion in 8 

von 15 Metaphasen. 

 Zytogenetische Veränderungen im Krankheitsverlauf 

Zur Untersuchung der Entwicklung der Leukämiezellen in den verschiedenen Krankheits-

stadien erfolgten weitere Untersuchungen. So wurden die obigen Ergebnisse durch die 

SKY-Analysen des Zweitrezidivs ergänzt. Des Weiteren wurde der Vergleich zu den Er-

gebnissen der SKY-Analytik der Zellen aus dem Engraftment angestellt. 

7.1.3.1 Vergleich primäre Patientenproben mit Zellen aus Engraftment 

In Abbildung 29 werden die oben aufgeführten Ergebnisse der zytogenetischen Diagnos-

tik der MPAL und des Erstrezidivs durch die weitere SKY-Analytik ergänzt und schema-

tisch dargestellt. Hierfür wurden Zellen mit identischen Veränderungen idealisiert zu ei-

nem Klon zusammengefasst, nicht berücksichtigt wurden hierbei Aberrationen, die sich 

lediglich in einer Zelle ohne relevante Bedeutung für davon abstammende Klone nach-

weisen ließen. Die Anordnung in der Graphik zeigt die verschiedenen Erkrankungssta-

dien im Vergleich zu den Originalzellen und zu den aus dem Engraftment gewonnen Zel-

len sowie deren jeweilige hypothetische Entwicklung im Erstrezidiv und nach SZT. Ein 

Teil der Klone ließ sich dabei sowohl in den Proben der Patientin wie im Engraftment-

Material nachweisen. Die Einordnung der Zellen mit den jeweiligen Aberrationen in den 

Stammbaum zeigt hierbei lediglich eine hypothetische Möglichkeit der Klonentwicklung, 

eine Diskussion der zugrunde liegenden Mechanismen erfolgt in Abschnitt 8.3.4. 

Abbildung 28: SKY-Analyse: Translokation t(5;6) 
der(5) und der(6) - schematischer Aufbau und reprä-
sentative Abbildung 
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Hierbei zeigt sich eine hohe Übereinstimmung auf Ebene der jeweiligen Erkrankungssta-

dien für Patienten- und Engraftment-Proben. Zumeist zeigen die Engraftment-Proben le-

diglich eine weitere zusätzliche Veränderung. Während sich im Engraftment der Erster-

krankung nur ein Klon und damit ein deutlich homogeneres Bild darstellt, zeigen die wei-

teren Erkrankungsstadien im Engraftment eine höhere Heterogenität gegenüber den Pa-

tientenproben. Die Diversität ist im Zweitrezidiv deutlich höher als in den vorherigen Er-

krankungsstadien mit zusätzlichen Chromosomen 17, der(5) und der(18) sowie den 

Translokationen t(5;8) und t(10;13). Die zuvor beschriebene äquivalente Entwicklung von 

Rezidiv und Engraftment der Ersterkrankung65 konnte nicht bestätigt werden. 

Abbildung 29: Zytogenetik – hypothetische Entwicklung und Verwandtschaftsverhältnisse der Klone in den 
verschiedenen Erkrankungsstadien und in den Engraftment-Zellen (s. Seite 68) 
Linke Spalte: Patientenproben, rechte Spalte: Engraftment. rot: MPAL, blau: Erstrezidiv, grün: Zweitrezidiv. Mittig dar-

gestellte Klone wurden sowohl in Patientenproben wie im Engraftment nachgewiesen 
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7.1.3.2 Automatisierte Interphase-FISH-Analyse 

Die Interphase-FISH Analysen wurden zeitgleich zu den obigen Analysen durch Dr. Dr. 
T. Heiden (AG Seeger) durchgeführt und sind nicht Bestandteil der vorliegenden Disser-

tation. Da die Ergebnisse jedoch zum Verständnis und Interpretation der obigen Analysen 

beitragen, werden hier in Tabelle 31 nur die für die Arbeit relevanten Ergebnisse kurz 

aufgeführt: 

In der Ersterkrankung zeigen sich für die drei genomischen Regionen von KRAS, 19pter 
und 18pter ausschließlich Gewinne sowohl separat als auch kombiniert in ca. 60% der 

Zellen. Die Koamplifikation der drei genomischen Regionen tritt also offenbar in allen 

Anzahl von Zellkernen 
mit MPAL 

(Ausstrich) REZ (Aus-
strich) REZ_SFB 

(Auftropfpräparat) 

GESAMT   379 354 558 
KRAS >2 62,0* 40,9* 21,0 

<2 - - - 
19pter >2  62,3 15,5 n. d. 

<2 - 25,1 n. d. 
18pter >2 62,0 - - 

<2 - 42,9 24,3 
KRAS>2 + 19p>2  60,4 10,2   
KRAS>2 + 18p>2  60,9 - - 
19p>2     + 18p>2  59,9 - n. d. 
KRAS>2 + 18p>2 + 19>2  59,9 - n. d. 
KRAS>2 + 19p<2  - 18,6 n. d. 
KRAS>2 + 18p<2  - 35,6 18,0 
19p<2     + 18p<2  - 17,2 n. d. 
19p>2     + 18p<2  - - n. d. 
KRAS>2 + 19p<2 + 18p<2  - 16,7 n. d. 
GESAMT         251 
BCL2 >2 n. d. n. d. 24,3 

<2 n. d. n. d. - 
GESAMT      305  
 CDKN2A >2 n. d. n. d. - 

<2 n. d. n. d. 17,3 heterozygot   10,4 homozygot 

Tabelle 31: Ergebnisse der automatisierten Interphase-FISH Analyse vor und nach Sorafenib-Behandlung 
Anteil von Zellen mit Signalverlusten/-gewinnen (%) in Ersterkrankung und Erstrezidiv vor und nach Sorafenib-Be-

handlung (Untersuchungsergebnisse von Dr. Dr. T. Heiden (AG Seeger) 

Die Analyse zeigt jeweils für die gesamte Zellpopulation die Prozentwerte leukämischer Zellen mit (kombinierten) 

Gewinnen und/oder Verlusten von Allelen über dem Cut-off von10% (fett gedruckt). Werte unter dem Cutoff werden 

nur als `-` gezeigt. n.d.: nicht durchgeführt 
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veränderten Zellen auf. Das Erstrezidiv zeigt ausschließlich Gewinne für KRAS, aus-

schließlich Verluste für 18pter sowie Gewinne und Verluste für 19pter; insgesamt liegen 

heterogene Zellpopulationen mit unterschiedlichen Kombinationen von Gewinnen und 

Verlusten vor. 

Im Erstrezidiv zeigt sich keine Selektion von Zellen mit erhöhter KRAS-Gendosis (Daten 

nicht gezeigt). Nach Sorafenib-Behandlung tritt keine auffällige Verringerung des Anteils 

von Zellen mit KRAS-Amplifikation auf. Hierbei sind aufgrund der unterschiedlichen Prä-

parationen (Auftropfpräparat, Ausstrich) die absoluten Werte nicht vergleichbar. Im Re-

zidiv nach Sorafenib-Behandlung bestätigten sich der Gewinn von BCL2 und der 

CDKN2A (p16)-Verlust. Hier zeigte sich jedoch, dass das Rezidiv nur zum Teil eine ho-

mozygote CDKN2A (p16)-Deletion, jedoch auch in relevantem Maße eine heterozygote 

Deletion des Lokus aufweist und damit von den Ergebnissen der manuellen FISH ab-

weicht. Das Erstrezidiv zeigt ausschließlich Gewinne für KRAS, ausschließlich Verluste 

für 18pter sowie Gewinne und Verluste für 19pter; insgesamt liegen heterogene Zellpo-

pulationen mit unterschiedlichen Kombinationen von Gewinnen und Verlusten vor. 

7.2 Bruchpunkte und Fusionsgene 

 Bruchpunktanalyse 

7.2.1.1 Vergleich aCGH-Profil von Ersterkrankung und Erstrezidiv 

Die aCGH-Analysen des Erstrezidivs im Vergleich mit den bereits vorliegenden Daten 

der Ersterkrankung offenbarten neu hinzugewonnene Aberrationen. Abbildung 30 zeigt 

beispielhaft vier Profilausschnitte von Ersterkrankung und Rezidiv im Vergleich. Auf den 

ersten Blick ist neben der nicht dargestellten Monosomie X das Chromosom 18 auffällig: 

ein großer Teil des q-Arms liegt nun in mehrfacher Kopienzahl bei zeitgleicher Deletion 

des zentromernahen Abschnittes vor. Auch sichtbar ist der monoallelische Verlust des 

vormals amplifizierten 18p-Subtelomerbereiches. Diese Erkenntnis gab wichtige Hin-

weise für die Identifikation der im Rezidiv neu aufgetretenen Koamplifikationen (s. Ab-

schnitt 7.1.2). Kleinere Abweichungen ergaben sich für die amplifizierten Bereiche auf 

12p, hier zeigten sich lediglich Kopienzahländerungen in den Randbereichen der Ampli-

fikationen. Die Grenzen der aCGH-Analytik zeigten sich am Beispiel des Profils von Chro-

mosom 9: So würde man nur anhand dieser Ergebnisse im Rezidiv eine homozygote 

Deletion eines in der Ersterkrankung heterozygot deletierten Tumorsuppressors 

CDKN2A vermuten (s. Abbildung 30 C). 
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Die ersten FISH-Analysen, die diese Vermutung bestätigen sollten, zeigten jedoch durch-

gehend eine homozygote Deletion von CDKN2A sowohl in der Ersterkrankung (in 47/100 

Zellkernen, s. Abbildung 21) als auch im Rezidiv (in 8/15 Metaphasen). Jedoch konnte 

das parallele Vorliegen von Zellen mit heterozygoter und homozygoter Deletion im auto-

matisierten Interphase-FISH im Rezidiv gezeigt werden, so dass dies das indifferente 

aCGH-Profil erklären kann. Die mittels Interphase-FISH nachgewiesene heterozygote 

Deletion des Subtelomerbereiches von 19p ist auch im aCGH-Profil als Abfall der Profil-

linie erkennbar. 

7.2.1.2 Bruchpunkteingrenzung nach aCGH 

Die Eingrenzung und Validierung der chromosomalen Bruchpunkte mittels qPCR basiert 

auf den Ergebnissen der aCGH-Auswertung. In den Profilen der Ersterkrankung und des 

ersten Rezidivs wurden dazu die Sonden im Bruchpunktbereich lokalisiert und die Gene 

bestimmt, die in diesem Bereich liegen. Bei einem klaren Übergang ließen sich die Bruch-

punkte bereits mit den aCGH-Daten bis auf Exonebene angegeben. Weitläufigere Über-

gänge (Tabelle 32, Punkt 1, 7, 8, 10 und 11) ermöglichten lediglich die Angabe eines 

groben Bereiches. Die in der qPCR untersuchten Bruchpunkte und Gene werden in Ta-

belle 32 dargestellt. In dem Fall, dass im vermuteten Bruchpunktbereich keine Gene lie-

gen, wurde mittels qPCR sichergestellt, dass die flankierenden Gene vollständig erhalten, 

bzw. amplifiziert oder deletiert vorliegen. 

Abbildung 30: Vergleich der aCGH-Profile von Ersterkrankung und Rezidiv 
rot: Ersterkrankung, blau: Erstrezidiv: [A] Chromosom 18 [B] Chromosom 12, p-Arm [C] CDKN2A-Lokus auf Chro-

mosom 9: Homozygote oder heterozygote Deletion? [D] Chromosom 19, Subtelomerbereich 19p: Deletion im Re-

zidiv 
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Tabelle 32: Darstellung der chromosomalen Bruchpunkte (BP) der Chromosomen 12, 18 und 19 im aCGH-
Profil und Zuordnung der im Bruchpunktbereich liegenden Gene - Ersterkrankung und erstes Rezidiv 

aCGH-Profil 
Chromosom 

BP
# 

aCGH-Profil 
Auschnitt Chr. 

Bruchpunkt nach aCGH 
/Zielsetzung Sequenzierung 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chr. 12 

1 

 

12p13.31 

Langsamer Übergang:  

BP im Bereich von: ING4, 

ZNF384, c12orf53, COPS7A 

2 

 

12p12.1 
Bruchpunkt in BCAT1: 
Intron 5-6 (ENST00000261192)  

3 

 

12p11.2 

Bruchpunkt in ITPR2: 

Intron 41-42 

(ENST00000381340) 

4 

 

12p11.21 

Kein Gen: 

Überprüfung, ob DDX11 voll-

ständig deletiert ist 

5 

 

12p11.1 

Kein Gen: 

Überprüfung, ob SYT10 voll-

ständig amplifiziert ist 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Chr. 18. 

6 

 

18p11.32 

Kein Gen: 

Überprüfung, ob ADCYAP1 

vollständig amplifiziert ist 

7 

 

18p11.32 

Langsamer Übergang: 

BP im Bereich von: METTL4, 

SMCHD1, EMILIN2, LPIN2 

8 

 

18p11.21 

Kein Gen: 

Überprüfung, ob MC2R und 

ZNF519 vollständig deletiert ist 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chr. 19 

9 

 

19p13.3 

Kein Gen: 

Überprüfung, ob MIDN komplett 

amplifiziert und c19orf24 kom-

plett deletiert 

10 

 

19p13.3 
Langsamer Übergang: 

Bruchpunkt in TCF3 
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REZ 

Chr. 18 
 

11 

 

18q12.3 

Kein Gen: Überprüfung, ob 
KC6 deletiert und PIK3C3 voll-

ständig amplifiziert/ normal vor-

handen ist 

12 

 

18q22.1 

Keine Gene in den die Deletion 

flankierenden Bruchpunkt-be-

reichen: Überprüfung, ob 

CDH19 komplett deletiert ist 

13 

 

18q22.3 

Kein Gen: Überprüfung, ob 

FBXO15 und NETO1 amplifi-

ziert sind 

7.2.1.3 Einsatz von WGA-Produkt bei der qPCR 

Zur Überprüfung der Verwendbarkeit des WGA-Produktes als Template in der qPCR 

wurde zunächst ein Test mit Kontrollproben durchgeführt. Es wurden jeweils männliche 

und weibliche Kontroll-DNA und deren WGA-Produkt (GenomiPhi) mit Primern in KRAS 

und DMD getestet, zum Vergleich wurden beide für die Analysen genutzten qPCR-Kits 

(Power SYBRGreen von Applied Biosystems, EVAGreen von Solis Biodyne) genutzt. Die 

Ergebnisse werden in Abbildung 31 A dargestellt. Im Idealfall sollten die Ratios für 

KRAS=1 und für DMD=0,5 beim männlichen Template betragen. Zu erkennen ist die qua-

litative Gleichwertigkeit der beiden verwendeten Kits. Bei kleinerer Standardabweichung 

der Versuchsansätze für DMD mit Original-DNA wurde in den weiteren qPCR-Analysen 

von einer höheren quantitativen Aussagekraft für Ratios <1 mit Original-DNA als Temp-

late ausgegangen. 

Abbildung 31: [A] Vergleich qPCR mit Original-DNA und WGA-Template, [B] Vergleich der Ergebnisse des 
Versuchsansatz mit minimaler SE zum Mittelwert aller Replikate 
[A] Darstellung der Ratios (Mittelwert und Standardabweichung) des jeweiligen Versuchsansatzes mit kleinster 

Standardabweichung unter Verwendung beider qPCR-Kits von KRAS und DMD für weibliche (w, rot) und männliche 

(m, blau) Kontroll-DNA und deren GenomiPHI-Produkt als Template. MCPH1 ist Referenzgen, interne Kontrolle ist 

jeweils die weibliche DNA des jeweiligen Templates. [B] Linearer Zusammenhang der Ratios des Versuchansatzes 

mit minimalen SE zum Mittelwert aller Replikate 
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Um eine möglichst hohe Genauigkeit der Bruchpunktanalysen zu erreichen, wurde zur 

Auswertung jeweils der Versuchsansatz mit der kleinsten Standardabweichung für ΔCT 

gewählt. Die Versuchsansätze wurden jeweils mit Duplikaten bzw. Triplikaten durchge-

führt, die Vergleichbarkeit von Werten für den Versuchsansatz mit minimalem ΔCT SE 

gegenüber den Mittelwerten aller gleichen Versuchsansätze ist in Abbildung 31 B darge-

stellt. Bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,96 erscheint dieses Vorgehen zu keinen 

relevanten Fehlern zu führen. 

Nach dem Vorliegen der ersten Ergebnisse zur Kopienzahl von KRAS fiel auf, dass es 

Abweichungen zwischen dem Original und dem WGA-Template gab. So ergab der Ein-

satz des WGA-Templates eine deutlich höhere Kopienzahl (s. Abbildung 32 A), dieser 

Trend zeigte sich auch in den weiteren Analysen. Die Bruchpunkte ließen sich beim Ein-

satz von WGA-Template aufgrund der größeren Differenz deutlicher darstellen, zu ver-

muten ist eine Verzerrung der Kopienzahlrelation durch die Amplifikationsmethode. 

 

In Abbildung 32 B werden die Ergebnisse von Original-DNA und WGA-Produkt vergli-

chen, der Anstieg der Ausgleichsgerade unterstützt unsere Vermutung. Die Verwendbar-

keit des WGA-Produktes für die Bruchpunktbestimmung erscheint bei einem linearen Zu-

sammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,90 gegeben. Bei jedoch nur be-

grenzte Probedaten für höhere Kopienzahlen sowie einer unzureichenden Aussagekraft 

für Ratios <1 lässt sich keine endgültige Aussage treffen. Aufgrund dieser Tatsache und 

der in Abbildung 31 dargestellten geringeren Standardabweichung für Original-DNA 

Abbildung 32: Vergleich von Original-DNA und WGA-Produkt als Template in der qPCR 
[A] Vergleich Ratio KRAS Ersterkrankung (MPAL) und Erstrezidiv (REZ) mit Original-DNA und WGA-Template 

(GPHI) Referenzgen ist MCPH1, interne Kontrolle Original- bzw. WGA-Template der weiblichen Kontroll-DNA  

[B] Vergleich Ratio von Original-DNA mit WGA-Template Vergleich der Ratios für alle identischen Versuchsansätze 

mit kleinster Standardabweichung mit Original-DNA und WGA-Produkt als Template 
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wurden in der Folge zunächst alle Ansätze mit WGA-Template zur Probeneinsparung 

durchgeführt und bei nicht eindeutigen Ergebnis mit Original-DNA wiederholt. 

7.2.1.4 Bruchpunktbestimmung mit qPCR 

Mittels qPCR wurde versucht, alle in Tabelle 32 dargestellten Bruchpunkte zu validieren 

und wenn möglich die Lage genauer einzugrenzen. Abbildung 33 stellt die Ergebnisse für 

alle Bruchpunkte anhand der mittels ΔΔCT-Methode gewonnenen Ratios dar. So ließen 

sich die im aCGH-Profil klaren Übergänge mit Abweichungen >1 Kopienzahl übereinstim-

mend mittels qPCR validieren, lediglich für SYT10 ergab sich im Rezidiv ein abweichen-

des Ergebnis ohne Bestätigung der erwartenden Amplifikation. Hier ist jedoch anzumer-

ken, dass das Amplifikationsniveau im aCGH-Profil des Rezidivs für dieses Gen deutlich 

geringer ist, als in der Ersterkrankung (s. Abbildung 30 B). 

 

Für die diskreter verlaufenden Übergänge mit Abweichungen von max. einer Kopienzahl 

ergaben sich in den qPCR-Analysen Schwierigkeiten. So ergaben die Analysen in den 

Abbildung 33: Ergebnisse der Bruchpunktbestimmung mittels qPCR 
Ratios Probe / Kontroll-DNA für die Bruchpunkt-begrenzenden Gene  



Ergebnisse 

 76 

meisten Fällen Werte, die mit ihrer Standardabweichung sowohl einer normalen Kopien-

zahl wie auch einer Deletion zugeordnet werden könnten. Für den Bruchpunkt in ZNF384 

konnte damit der Bruchpunkt etwas exakter als im aCGH-Profil möglich bestimmt werden, 

der genaue Bruchpunkt im Intron ließ sich jedoch nicht bestimmen. Für den Bruchpunkt 

in TCF3 und weiteren Genen (s. Tabelle 33) konnte mittels qPCR keine genauere Be-

stimmung erfolgen. 

Zusätzlich problematisch war der Mangel an geeigneten Primerpaaren für die vorderen 

TCF3-Exons, trotz mehrfachem Design und Methodenoptimierung (s. Abschnitt 6.5.7) 

konnten die GC-reichen Sequenzen nur eingeschränkt amplifiziert werden. Tabelle 33 

zeigt die Lokalisation der Bruchpunkte nach qPCR sowie deren Übereinstimmung mit den 

Erwartungen gemäß aCGH-Profil. 

Tabelle 33: Zusammenfassung der Ergebnisse der Bruchpunktbestimmung (BP) mittels qPCR und Überein-
stimmung mit dem aCGH-Profil 

BP# Bruchpunkt nach qPCR Position (GRCh37) Übereinstimmung mit 
aCGH 

1 
ZNF384 Intron 2-3 
(ENST00000396801) 12:6.797.332 - 6.788.692 mit qPCR genauere Be-

stimmung möglich 

2 
BCAT1 Intron 5-6 
(ENST00000261192) 12:25.031.463 - 25.002.884 übereinstimmend 

3 ITPR2 Intron 41-42 
(ENST00000381340) 12:26.639.036 - 26.636.832 übereinstimmend 

4 DDX11 vollständig deletiert hinter 12:31.257.725 übereinstimmend 

5 
SYT10 in MPAL amplifiziert, 
im REZ normal 

MPAL: hinter / REZ: vor 
12:33.527.173 für REZ abweichend 

6 
ADCYAP1 in MPAL vollständig 
amplifiziert, im REZ normale Kopien-
zahl 

hinter 18:912.173 übereinstimmend 

7 
BP nicht genauer bestimmbar: 
vor SMCHD1 Exon 10 
(ENST00000320876) 

vor 18: 2.697.829 nur geringe Eingrenzung 
möglich 

8 Kopienzahl von MC2R und ZNF519 
nicht eindeutig bestimmbar 

wahrscheinlich bis zum 
Zentromer deletiert keine Aussage möglich 

9 
MIDN komplett amplifiziert, 
c19orf24 deletiert 19:1.259.139 – 1.275.438 übereinstimmend 

10 
nach Sequenzierung: in TCF3 Intron 
3-4 (ENST00000262965) 19:1.646.353 - 1.632.405 mit qPCR keine genauere 

Bestimmung möglich 
11 Zwischen KC6 und PIK3C3 18:39.100.561 – 39.535.199 übereinstimmend 

12 CDH19 deletiert 18:64.168.320-64.271.375 
komplett deletiert übereinstimmend 

13 
FBXO15 amplifiziert, NETO1 nicht 
bestimmbar keine Aussage möglich keine Aussage möglich 
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 long-distance PCR 

Zum Nachweis des möglichen TCF3-ZNF384-Fusionsgens und der Bruchpunktsequenz 

wurde eine long-distance PCR etabliert. Wegen der Unsicherheit über die den Bruch-

punkt flankierenden Exons wurden hierfür verschiedene Primerkombinationen verwen-

det. In der anschließenden Gelelektrophorese konnte kein Produkt der Fusionsgenamp-

lifikation nachgewiesen werden. Für die Kontrollprimerpaare mit Produktlängen zwischen 

0,7-5,5 kB (s. Tabelle 27) zeigten sich saubere Produkte unter der Verwendung der Ori-

ginal-DNA (Konzentration 25-50 ng/µl). Beim Kontrollansatz mit (ETV6 E3 L x ETV6 E5 

R) mit einer erwarteten Produktlänge von ~ 30 kB waren jedoch nur mehrfache Banden 

in der Gelektrophorese sichtbar. Bei Verwendung des WGA-Produkts als Template 

konnte weder mit den Fusionsgen- noch mit den Kontrollprimern ein Produkt amplifiziert 

werden. Daher wurde angenommen, dass das WGA-Produkt für den Einsatz in der long-

distance PCR zumindest mit dem verwendeten Kit nicht geeignet ist. 

 Sequenzierung möglicher Fusionsgentranskripte 

7.2.3.1 TCF3-ZNF384-Fusion 

Da die Amplifikation des Fusionsgens mittels long-Distance PCR nicht erfolgreich war, 

wurde im nächsten Schritt die Amplifikation und anschließende Sequenzierung des Fusi-

onsgentranskriptes auf cDNA-Ebene versucht. Dieses Template hat den Vorteil, dass ein 

vergleichsweise kurzes PCR-Produkt zu erwarten ist und daher mit konventioneller PCR 

durchführbar ist. Auch hier wurden verschiedene Primerkombinationen verwendet. In der 

Gelelektrophorese zeigten sich für einige Ansätze Produkte, die jedoch mangels klarer 

Banden im Gel unspezifisch erschienen. Daher wurde das gewonnene Produktgemisch 

einerseits als Template für (semi-)nested PCR eingesetzt, andererseits eine direkte Se-

quenzierung versucht. Tatsächlich bestätigten zwei Chromatogramme der direkten Se-

quenzierung das Vorliegen von TCF3-ZNF384-Fusionstranskripten in den Proben. Es 

wurden zwei verschiedene Transkriptvarianten nachgewiesen, die sich durch die Beteili-

gung von TCF3 Exon 2 bei identischem ZNF384-Anteil unterscheiden. Es ist anzuneh-

men, dass es sich bei den Fusionstranskripten um Splicevarianten handelt, auch wenn 

dies nicht durch Sequenzierung des Bruchpunktes auf Genomebene belegt werden 

konnte. 
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 Abbildung 34: TCF3-ZNF384-Fusionsgen 

[A] Wildtypallele von TCF3 Isoform E12 (links) und ZNF384 Isoform a (rechts) oben: kodierende Exons mit Angabe der gefundenen Bruchpunkte; mittig: Proteinaufbau 
mit Angabe der Aminosäureposition, TAD: transactivation domain, NLS – nuclear localization signal, LZ – leucine zipper, HLH – helix-loop-helix motif, C2H2-Typ 1-8: 
Zincfinger 1-8 (Krueppel C2H2-Typ der Zinkfingerfamilie), Abbildungen nach Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html) und UniProt 
(http://www.uniprot.org/, ZNF384-entry: Q8TF68, TCF3-entry: P15923), unten: Tabelle der Proteinsequenz 

[B] TCF3-ZNF384-Fusionsgentranskripte, links: nonsense Transkript mit TCF3 Exon2 / ZNF384 Exon 3-Fusion, rechts in-frame Transkript mit TCF3 Exon3 / 
ZNF384 Exon 3-Fusion oben: Orginal-Graphik der Fusionstranskriptsequenzen in der Sanger-Sequenzierung mit Angabe der auslesbaren Sequenz (ausgehend vom 
ZNF384-Primer) ; mittig: kodierende Exons des Transkripts; vorletzte Zeile: Aufbau des hypothetischen Fusionsproteins; ganz unten: Beginn der Proteinsequenz (TCF3-
Sequenz, ZNF384-Sequenz, nicht dem Wildtyp entsprechende Sequenz) 
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Abbildung 34 A zeigt eine Übersicht zu den Wildtypen TCF3 Isoform E12 (Ensembl-Tran-

skriptvariante ENST00000262965) und ZNF384 Isoform a (ENST00000319770) und den 

beiden nachgewiesenen Fusionsgentranskriptvarianten. Die Sequenzanalyse ergab, 

dass es sich bei der in Abbildung 34 B links dargestellten Transkriptvariante mit Beteili-

gung von TCF3 Exon 2 um eine nonsense Mutation handelt, die zu einer falschen Ami-

nosäuresequenz ab dem Fusionspunkt führt. Die rechts dargestellte Variante ohne TCF3 

Exon 2 ergibt übersetzt eine in-frame Mutation mit Möglichkeit zur Bildung eines funkti-

onsfähigen Fusionsproteins. Zwischen TCF3- und ZNF384-Anteil befindet sich ein zu-

sätzliches Arginin, es kommt jedoch zu keinem Frameshift. Die Analyse der Proteindo-

mänen zeigt, dass der erhaltene Teil des TCF3 die Transaktivierungsdomäne enthält, 

während ZNF384 bei Beginn der kodierenden Sequenz im Exon 3 vollständig folgt. In 

einem potenziellen Fusionsprotein würde der ZNF384-Anteil dem regulatorischen Ein-

fluss des (stärkeren) TCF3-Promotors unterliegen und die TCF3-Transaktivierungsdo-

mäne zu einer aberranten Regulation der Aktivität des Fusionsproteins führen. 

Beide Transkriptvarianten wurden im Amplifikat der Primer „TCF3 Exon 2 No.2“ und 

„ZNF384 Exon 4“ (s. Tabelle 13) nachgewiesen, die Sequenzierung erfolgte ausgehend 

vom ZNF384-Primer. Die Sequenzierungen der (semi-)nested PCR-Produkte zeigten 

keine auswertbaren Ergebnisse. Die Amplifikation und Sequenzierung des genauen ge-

nomischen Bruchpunkts im Intron durch weitere Primerkombinationen gelang nicht. Auch 

hier wurden die Analysemöglichkeiten durch den Mangel verwendbarer Primer aufgrund 

von hohem GC-Gehalt bzw. einem Mangel an spezifischen Bindesequenzen stark einge-

schränkt. 

7.2.3.2 Sequenzierung weiterer möglicher Fusionsgentranskripte 

Nach Bestimmung der Bruchpunkte (s. Abschnitt 7.2.1) erfolgten weitere Untersuchun-

gen auf das Vorliegen folgender möglicher Fusionstranskripte: BCAT1-METTL4, 

ADCYAP1-ITPR2, BCAT1-SYT10, MIDN-ITPR2, BCAT1-ITPR2. Diese Kombinationen 

wurden auf cDNA-Ebene mittels PCR und Sequenzierung analysiert, es konnte kein wei-

teres Fusionsgen nachgewiesen werden. 
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 TCF3-ZNF384-Expression 

Um einen Anhalt zu gewinnen, ob die nachgewiesenen TCF3-ZNF384-Fusionstran-

skripte auch im relevanten Maß exprimiert werden, wurden für die Ersterkrankung weitere 

qPCR Analysen auf cDNA-Ebene durchgeführt. Zur Repräsentation der nicht-deletierten 

Genabschnitte (TCF3 Exon 1-2, ZNF384 Exon 3-11) wurde die Expression von ZNF384 

Exon 4 und TCF3 Exon 2 

quantifiziert. Eine direkte 

Bruchpunkt-übergreifende 

PCR war aufgrund fehlender 

Kontrollprobe mit definierter 

Menge eines TCF3-ZNF384-

Fusionstranskriptes nicht 

möglich. Zum Ausschluss ei-

ner Verunreinigung mit geno-

mischer DNA trotz vorherge-

hendem DNAse-Verdau 

wurde zusätzlich exonüber-

fassend ZNF384 Exon 4-5 

amplifiziert. Primerpaare für 

TCF3 Exon 17 und ZNF384 

Exon 2-3 wurden für die Be-

stimmung der deletierten 

Exons (ZNF384 Exon 1-2, 

TCF3 Exon 3-17) gewählt. Zur 

Differenzierung der beiden Fu-

sionsgentranskript-Varianten 

wurde das Expressionsniveau 

von TCF3 Exon 2-3 mitbe-

stimmt. Für die Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 35 wurde für die nicht-deletierten 

Abschnitte ZNF384 Exon 4 und TCF3 Exon 2 eine Ratio von 1 entsprechend dem Vorlie-

gen sowohl in Wildtyptranskript wie auch Fusionsgentranskripten eingesetzt, für die an-

deren Exons wurde die Relation jeweils zu ZNF384 Exon 4 bzw. TCF3 Exon 2 berechnet. 

In der Abbildung wird der Mittelwert aller Ratios für das jeweilige Exon mit der entspre-

chenden Standardabweichung dargestellt. 

Abbildung 35: Expressionsanalyse der TCF3-ZNF384-Fusionsgen-
transkripte – Darstellung der Ergebnisse aus qPCR 
Relative Genexpression (Für jeden untersuchten Exonbereich: Mittel-
werte aller Versuchsansätze zu TCF3 Exon 2 bzw. ZNF384 Exon 4-5); 
oben: Expressionsniveau und aCGH-Profil für TCF3; mittig: Aufbau der 
Wildtyp-Allele und der Transkriptvarianten; unten: Expressionsniveau 
und aCGH-Profil für ZNF384. 
Die roten Balken des aCGH-Profils weisen die Deletion aus, die Exons 
liegen gematcht zum Profil. 
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Eine relevante Verunreinigung der cDNA durch genomische DNA kann aufgrund der in-

nerhalb der Standardabweichung übereinstimmenden Werte für ZNF384 Exon 4 und 

Exon 4-5 ausgeschlossen werden. Für ZNF384 ist ein deutlicher Unterschied zwischen 

der Expression der nur im Wildtyp vorkommenden Sequenz Exon 2-3 und der hinteren 

Exone (Exon 4, Exon 4-5) zu erkennen. Dieses deutet auf eine höhere Gesamtexpression 

von ZNF384 hin, als allein durch den Wildtyp erreicht wird. Diese könnte theoretisch 

durch eine relevante Expression des Fusionsgens erklärt werden. Für TCF3 lässt sich 

diese Beobachtung jedoch nicht bestätigen. Hier zeigen die Werte keine signifikante Dif-

ferenz. Ebenso wenig kann eine Aussage über die Expression der beiden Transkriptva-

rianten gemacht werden. 

So konnte mit dieser Analyse die Expression des TCF3-ZNF384-Fusionsgens nicht quan-

tifiziert werden. Aus dem Einsatz der qPCR in der Bruchpunktsuche war bereits die 

Schwierigkeit der Amplifikation von TCF3-Abschnitten bekannt, dies wäre eine mögliche 

Fehlerquelle. Eine äquivalente Analyse auf Basis der Daten des Genexpressionsarrays 

(GeneChip Humane Genome U133 Plus 2.0) war nicht möglich, da nur ein Probeset für 

TCF3 upstream von Exon 3, jedoch im Intron 2-3 lokalisiert ist und somit kein Vergleich 

vorliegt. 

7.3 Signalweganalysen und Kandidatengene 

 Sequenzierung der Kandidatengene 

Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Tabelle 34 zusammengefasst. Es konnten für 

11 der Kandidatengene keine funktionsverändernden Mutationen gefunden werden. Im 

KRAS- und YES1-Gen wurde jeweils eine Punktmutation gefunden, die bereits als Syno-

nymous Coding vorbeschrieben waren. Außerdem wurde in CDKN2A ein unbekannter 

Basenaustausch nachgewiesen, dieser befand sich jedoch im nicht translatierten Be-

reich. Nicht alle der genannten Kandidatengene konnten vollständig sequenziert werden. 

Trotz der unter 6.5.7.2 genannten Modifikationen konnte auch mit unterschiedlichen Pri-

merpaaren kein Produkt amplifiziert werden. Hierbei handelte es sich hauptsächlich um 

GC-reiche Sequenzen. In Tabelle 34 sind die nicht sequenzierbaren Exone mit aufge-

führt. Mittels cold-start PCR konnte der oben beschriebene Basenaustausch in KRAS 

bestätigt werden. Weitere Mutationen wurden nicht gefunden. 
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Tabelle 34: Ergebnisse der Mutationsanalyse der Kandidatengene 

 Genexpressionsanalyse 

7.3.2.1 Korrelation zwischen mRNA-Expression und Immunphänotyp 

Erster Schritt ist die Überprüfung der Korrelation der Microarray-Expressionsdaten mit 

dem in der Routinediagnostik ermittelten Immunphänotyp. Dazu wurden diese Expressi-

onsdaten der MPAL der zellreihendefinierenden Marker gemäß WHO-Klassifikation mit 

den Ergebnissen der Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometrie verglichen. 

Die Auswertung zeigte eine gute Korrelation der Daten und bestätigen die Klassifikation 

als MPAL (s. Abbildung 36). Hierfür wurden die normalisierten Daten der einzelnen Pro-

besets gewählt, beim Vorliegen mehrerer Probesets für einen Marker wird der Mittelwert 

dargestellt. 

Gen #ENSG Länge mRNA 
(in bp) 

Mutationen (nach GrCh37) 
àÄnderung der Proteinsequenz 

APC2 
außer Exon 1,15 ENSG00000115266 11650 keine 

CDKN2A 
außer IF 4 Ex.1 ENSG00000147889 1218 9:21968199C>G 

àin UTR 

CDKN2B ENSG00000147883 3829 keine 

ETV6 
außer Exon 1 ENSG00000139083 2211 keine 

FGF22 ENSG00000070388 513 keine 

FSTL3 
außer Exon 1, 3 ENSG00000070404 2511 keine 

KRAS ENSG00000133703 5419  12:25368462C>T 
àSynonymous Coding (rs4362222) 

RERG ENSG00000134533 2264 keine 

SHC2 
außer Exon 1 ENSG00000129946 2490 keine 

STK11 
außer Exon 9 ENSG00000118046 3276 keine 

YES1 
außer Exon 1 ENSG00000176105 4767 18:724612 A>G 

àSynonymous Coding (rs537141) 
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Abbildung 36: Zellreihendefinierende Marker nach WHO: Vergleich mRNA-Genexpression und Immunphäno-
typ 
Genexpressionsdaten für die einzelnen Marker (lineare Mittelwerte für Analysen mit drei (MPAL), vier (HSC) und acht 
(LSC) Arrays, für Marker mit mehreren Probesets wurden Mittelwerte dieser Probesets berechnet) sowie zum Ver-
gleich die Analyseergebnisse der Marker in der Immunphänotypisierung (+ positiv, ++ stark positiv, - negativ, n.d. 
nicht detektiert, / - unterschiedliche Populationen im FACS) Zur besseren Darstellung wurde die y-Achse auf 4000 
begrenzt. Die rote Linie gibt das Nievau der signifikanten Expression an (>64). 

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde für die weiteren Auswertungen eine weitgehende 

Übereinstimmung der RNA-Microarray-Expressionsdaten und der Proteinexpression an-

genommen. Die Validität der 

Microarray-Expressionsdaten 

wird auch durch eine signifikante 

Korrelation mit den aCGH-Daten 

unterstützt. In Abbildung 37 wer-

den die Ergebnisse der Analyse 

von Dr. Dr. T. Heiden gezeigt, 

welche die statistische Signifi-

kanz des Zusammenhangs der 

Gene mit und ohne CNA zu den 

Mittelwerten der Genexpressi-

onsdaten wiedergibt. 

Abbildung 37: Korrelation von aCGH und Mikroarray-Expressi-
onsdaten 
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7.3.2.2 Gene mit CNA und deren Funktion 

Die Auswertung der aCGH-Daten der Ersterkrankung wurde um die Daten der Erstre-

zidiv-Analyse erweitert. Waren nach Ausschluss von bekannten CNV in der Ersterkran-

kung 384 Gene von CNA betroffen, zeigte das Rezidiv eine Zunahme der CNA auf 1435 

betroffene Gene. 

Abbildung 38 zeigt die schematische Auswertung für die Ersterkrankung, hier konnten 

zusätzlich die Microarray-Genexpressionsdaten in die Auswertung miteinbezogen wer-

den. 

Abbildung 38: Flussdiagramm Ersterkrankung: Darstellung der einzelnen Auswertungsschritte 
Farbkodierung in der Spalte Genexpression grün: überexprimierte Onkogene, rot: unterexprimierte Tumorsuppres-
soren, grau: in dieser Arbeit keine signifikant aberrante Expression bestimmt, blau: antiproliferative Wirkung zu er-
warten, fett markiert: Kandidatengene, die Pfeile geben die Richtung der Expressionsänderung (basierend auf 
MPAL/HSC) an 

Im ersten Schritt erfolgte die Filterung der von CNA betroffenen Gene mit der anhand 

Literaturrecherche erstellten Liste cancer-related genes, im zweiten Schritt – sofern in der 

Literatur beschrieben - die Zuordnung der wahrscheinlichen Funktion (als Tumorsupp-

ressor bzw. Onkogen) in der Tumorentstehung. Diese Zuordnung hat z.T. einen hypothe-

tischen Charakter, bei divergenter Funktion in verschiedenen Krebsarten wurde die für 

Leukämien wahrscheinlichste Funktion berücksichtigt. 

Die genaue Betrachtung der vorausgewählten Kandidatengene ergibt: Einige Gene wei-

sen eine zur Kopienzahländerung divergente Genexpression auf. Für ETV6 und KRAS 

aus der Gruppe der Kandidatengene lässt sich eine Übereinstimmung von Aberration, 
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Expression und Funktion nachweisen. Für Mutationen dieser Gene ist eine potenziell 

proliferative driver-Wirkung anzunehmen. 

Für das Erstrezidiv wurde eine äquivalente Analyse (s. Abbildung 39) durchgeführt, es 

lagen jedoch keine Genexpressionsdaten vor. Bedingt durch die größere Menge aber-

ranter Gene ist die Zahl der betroffenen Tumorsuppressoren und Onkogene angestiegen, 

eine Verschiebung der Relationen lässt sich nicht beobachten. 

Abbildung 39: Flussdiagramm Erstrezidiv: Darstellung der einzelnen Auswertungsschritte 
Farbkodierung in der Spalte Funktion grün: amplifizierte Onkogene, rot: deletierte Tumorsuppressoren, grau:: un-
klare Funktion in der Tumorentstehung, fett markiert: Kandidatengene 

Aufgrund der Planung einer Transkriptomsequenzierung wurde von der Sequenzierung 

zusätzlicher Gene abgesehen. Auch erfolgte an dieser Stelle noch keine Gewichtung 

nach Relevanz der (anti)-proliferativen Wirkung: So wurde ein Teil der aufgeführten tu-

morrelevanten Gene bisher nicht im Zusammenhang mit Leukämien beschrieben. Wie-

derum ist zu erwarten, dass auch Gene ohne CNA eine aberrante Expression aufweisen 

können. Um die vorliegenden Daten derart zu differenzieren wurden in den nächsten 

Schritten Signalweganalysen auf Basis aller Genexpressionsdaten durchgeführt. 

7.3.2.3 Signalweganalyse mit „GeneCodis“ 

Mit „GeneCodis“ wurden die Daten des Microarray und der aCGH in Hinblick auf poten-

zielle Signalwegveränderungen analysiert. 
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Zunächst wurden die 

aCGH-Daten erneut mit 

der aktuellen Version von 

„GeneCodis“ analysiert, 

hierfür wurden die Gene 

mit CNA für Ersterkran-

kung und Erstrezidiv ver-

wendet. Sowohl in der 

Gesamtauswertung als 

auch in der Einzelauswer-

tung für deletierte Gene 

zeigt sich eine signifi-

kante Anreicherung der 

von Kopienzahländerun-

gen betroffenen Gene in 

den KEGG Pathways in 

cancer für beide Erkran-

kungsstadien (s. Abbil-

dung 40). 

Analog wurden die Microarray-Genex-

pressionsdaten aller signifikant aber-

rant exprimierten Gene der Erster-

krankung analysiert. Zusätzlich er-

folgte die vergleichende Auswertung 

von in Relation zu den HSC überexpri-

mierten Genen und unterexprimierten 

Genen separat. Hier bestätigt sich für 

die Gruppe der überexprimierten 

Gene (MPAL/HSC-Ratio >3) das Er-

gebnis der KEGG Pathways in cancer 

als signifikant veränderter Signalweg. 

Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 41 zu sehen. Zusammenfassend bestätigen 

die Analysen die signifikanten Änderungen der PiC auf verschiedenen Funktionsebenen 

MPAL

Erstrezidiv

amp

del

amp

del

Abbildung 40: „GeneCodis“ – Auswertung der CNA-Listen nach KEGG 
Pathways 

oben – Wordcloud aller signifikant von CNA betroffenen Signalwege in der 
Ersterkrankung, unten – Wordcloud aller signifikant von CNA betroffenen Sig-
nalwege im Erstrezidiv, links jeweils alle Aberrationen, rechts getrennt nach 
Amplifikation (grün) und Deletion (rot) (alle Abbildungen wurden dem Pro-
gramm entnommen: https://genecodis.genyo.es/) 

 

Abbildung 41: „GeneCodis“ – Auswertung der micoarray-
Genexpressionsdaten der MPAL nach KEGG Pathways 
Wordcloud der signifikant veränderten Signalwege für die 
überexprimierten Gene in der MPAL (Abbildung wurde dem 
Programm entnommen / https://genecodis.genyo.es/) 
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(strukturelle Aberrationen und Genexpression). Zusätzlich fällt unter anderem auch eine 

signifikante Anreicherung des p53 signaling pathway auf. 

Als weiteres Beispiel für die Analyse basierend auf anderen Kategorien wurden die Gen-

expressions- wie auch die CNA-Daten hinsichtlich GO Biological Process ausgewertet. 

Hier zeigen sich signifikante Veränderungen der Prozesse u.a. für B-Zell-Differenzierung, 

Neutrophilendegeneration sowie weitere diverse Immunprozesse. 

7.3.2.4 KEGG Pathways in cancer – Integration von CNA und Genexpressionsdaten 

Wie oben ausgeführt, wiesen die bisherigen Auswertungen auf deutlich veränderte Sig-

nalwege hin, die gemeinsam in den KEGG Pathways in cancer (Pic) beschrieben werden. 

Jedoch geben diese Analysen keinen Aufschluss über die Funktion der veränderten 

Gene. Um besser differenzieren zu können, welche potenzielle Rolle die Änderungen der 

Kopienzahl und der Genexpression in der Leukämogenese spielen können, erfolgte die 

genauere Betrachtung der Pic. Die Genliste wurde der KEGG-Website (http://www.ge-

nome.jp/kegg/)35–37 entnommen und mit den Microarray-Expressionsdaten der MPAL so-

wie den CNA-Daten von MPAL und Erstrezidiv abgeglichen (s. Tabelle 35). Die Auswer-

tung der Genexpressionsdaten belegt die deutlich überwiegende Anzahl an Genen mit 

alleiniger Expressionsabweichung, nur ein kleiner Teil der Gene mit Veränderungen weist 

CNA auf. Jedoch gibt es auch CNA ohne signifikant aberrante Expression. Besonders 

auffällig sind die divergenten Ergebnisse für CDKN2A mit vermeintlicher Überexpression 

trotz Deletion. Dieses Ergebnis zeigt insgesamt, dass die parallele Betrachtung von CNA 

und Genexpressionsdaten sinnvoll ist. Jedoch zeigen sich in dem gesamten Weg vielfa-

che Abweichungen, die potenziell leukämogen wirken können. Für eine genauere Beur-

teilung ist die Betrachtung der Funktion notwendig. Das Wissen über die veränderten 

Signalwege bildet die Grundlage zur Evaluation von individuellen Therapieansätzen. Wel-

che Relevanz die beobachteten Veränderungen in der Leukämogenese besitzen können 

und welche Therapiemöglichkeiten realisierbar sind, wird im Abschnitt 8 diskutiert. 
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Tabelle 35: Genexpression und CNA in KEGG Pathways in cancer 
Die Tabelle führt die in den KEGG Pathways in cancer enthaltenen Gene mit Zuordnung der Daten aus limma-Analyse 
(lineare Ratio MPAL/HSC, rot: Unterexpression, grün: Überexpression) und aCGH für MPAL und Erstrezidiv (log2, rot: 
Deletion, grün: Zugewinn) auf. Werte, die nicht signifikant gegenüber der Vergleichsprobe verändert sind, werden nicht 
aufgeführt. 

 

 

Die Daten weiterer, nicht in den Pic enthal-

tener Gene, deren aberrante Expression in 

der folgenden Diskussion berücksichtigt 

wurde, finden sich in Tabelle 36. Nicht aber-

rant exprimierte Gene werden nicht tabella-

risch aufgeführt. 

 

 

 

Genname Genexpression 
MPAL/HSC 

HBEGF 93,13 
ETV6 0,07 
YES1 0,02 
ATR 0,11 

Tabelle 36: Genexpression weiterer aberrant expri-
mierter Gene 
Daten aus limma-Analyse (lineare Ratio MPAL/HSC, 
rot: Unterexpression, grün: Überexpression) 
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8 Diskussion 

Übereinstimmend mit dem Krankheitsverlauf der Patientin mit MPAL unterstützen die Er-

gebnisse dieser Promotionsarbeit den aggressiven Charakter der Leukämie mit komple-

xen Veränderungen. Um die Pathogenese dieser MPAL besser verstehen zu können, 

werden die gewonnenen Ergebnisse folgend im Kontext mit den bisherigen Erkenntnis-

sen in der Literatur diskutiert. Es soll außerdem analysiert werden, welche Veränderun-

gen im Zusammenhang mit der genetischen Instabilität stehen können. In der Folge wer-

den mögliche Modelle zur Leukämogenese in diesem Fall entwickelt. Darauf basierend 

sollen mögliche individuelle Therapieansätze diskutiert werden. Zuletzt werden die ein-

gesetzten Methoden verglichen und diskutiert. 

8.1 TCF3-ZNF384-Fusion 

Die Ergebnisse der zytogenetischen Analysen weisen auf die TCF3-ZNF384-Fusion als 

first hit der Leukämogenese dieser MPAL und auf das Vorhandensein dieses Fusions-

gens in allen Blasten hin. So sprechen der Nachweis von vereinzelten Zellen in der FISH-

Analytik, die diese Translokation als einzige Aberration zeigen, sowie die Konstanz der 

Veränderung in allen Erkrankungsstadien, für diese Translokation als founder Mutation 

in der Leukämogenese. 

Diese Vermutung deckt sich auch mit den Ergebnissen einer neuen Studie des St.Judes 

Hospitals von Alexander et al., welche die genetischen Merkmale von 115 ALAL im Kin-

desalter untersucht. In der Untergruppe der B/M MPAL lag hier ein ZNF384-Rearrange-

ment (ZNF384r+) in 48% vor, in 8 Fällen (53%) davon mit TCF3 als Translokations-

partner. Weitergehende Untersuchungen wiesen das Vorliegen der Translokation nicht 

nur in allen leukämischen Zellen, sondern auch in einigen hämatopoetischen Vorläufer-

zellen nach, nicht leukämische T- und NK- Zellen wiesen diese dahingegen nicht auf. 

Basierend auf diesen Ergebnissen postulierten die Autoren, dass ZNF384-Translokatio-

nen als primäre founder Mutationen in hämatopoetischen Stammzellen die Leukämie ini-

tiieren können und zur Ausprägung heterogener Immunphänotypen in der Blasten prä-

disponieren. Auch in Subpopulationen der Blasten zeigte sich eine Konstanz dieser pri-

mären Veränderungen bei Varianz weiterer driver-Mutationen.48 

Weitere erworbene Mutationen treten im Krankheitsverlauf auf und können den Immun-

phänotyp wie auch das Therapieregime beeinflussen, sind jedoch nicht ursächlich an der 
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Promiskuität der Zellen beteiligt. Auch sequenzielle Untersuchungen von Erkrankungs-

stadien bestätigten diese Hypothese, so wiesen einige MPAL starke Mutationsverände-

rungen bei gleichbleibendem gemischten Immunphänotyp auf, während andere einen 

Shift des Phänotypes zeigten. Dieser Shift war jeweils therapieabhängig, nach ALL-ge-

richteter Therapie entwickelte sich ein AML-Rezidiv und nach AML-gerichteter Therapie 

ein ALL-Rezidiv. Untersuchungen an NSG-Mäusen bestätigen das multilineäre Potenzial 

der MPAL Zellen: Die Transplantation von mittels FACS aufgereinigten Subpopulationen 

führte erneut zur Entwicklung der diversen Immunphänotypen der primären Proben. 

Diese Entwicklung trat dabei auch ohne den Selektionsdruck einer Therapie auf. Die Se-

quenzierung der immunphänotypisch divergenten Subpopulationen zeigte überwiegend 

übereinstimmende Mutationen. Auch die Methylierungsprofile wiesen keine Unterschiede 

für die Subpopulationen auf.48 

Analog zeigt die hier untersuchte MPAL eine Konstanz der primären chromosomalen 

Translokation t(12;19) trotz massiver Instabilität des Genoms (s. Abbildung 29). Hierbei 

kam es zu einem Shift des Immunphänotyps hin zu einer BCP-ALL trotz der Therapie mit 

Elementen aus AML- und ALL-Protokollen. Auch die Ergebnisse der zytogenetischen Un-

tersuchungen korrelieren mit den Aussagen der St.Judes-Studie, da sie zwar auf den 

ersten Blick eine hohe genotypische Diversität aufzeigen, die Ähnlichkeiten der Aberrati-

onen jedoch so ausgeprägt sind, dass von einer heterogenen Gruppe mit nicht klar ab-

grenzbaren Übergängen auszugehen ist. Auch die Entwicklung im Rezidiv ist daher auf-

grund der Mutationsentwicklung eher als kontinuierliche Weiterentwicklung bei erhalten-

der Verwandtschaft zur Ersterkrankung zu interpretieren. 

Nun stellt sich die Frage, welche Auswirkungen das Fusionsprotein auf die Zellen hat. 

Die Transkription des Fusionsgens konnte mit dem Nachweis zweier Fusionstranskripte 

bestätigt werden, bei einem bleibt das Leseraster (in-frame) erhalten. Dieses in-frame 

Fusionstranskript zeigt sich vom Aufbau analog zu den Beschreibungen der Fusionstran-

skripte der Studie von Alexander et al. und beinhaltet die TCF3 transactivation domain 

und die komplette kodierende Region des ZNF384, was auf einen funktionsfähigen aber-

ranten Transkriptionsfaktor hindeutet. Mangels ausreichend signifikanter Ergebnisse 

konnte eine ausreichende quantitative Transkription des Fusionsgens nicht sicher bewie-

sen werden. Die Studienlage zeigt jedoch für die Zellen mit solcher Fusion die Expression 

des Fusionsproteins.48 

Welche Auswirkungen dieses Fusionsprotein in vivo hat, wurde in der St.Judes-Studie 

durch ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitation with sequencing) Analysen von Zellen 



Diskussion 

 91 

mit verschiedenen ZNF384r+ in Mäusen untersucht: Die peaks mit erhöhter oder neuer 

Bindung durch die Fusionsproteine im Vergleich zum Wildtyp enthielten das ZNF384 

core-Bindungsmotiv und reicherten sich primär in Genen an, die für die Entwicklung des 

Immunsystems sowie in der Transkriptionsregulation relevant sind.48 

Gene set enrichment-Analysen zeigten deutliche Unterschiede für B/M-MPAL mit und 

ohne ZNF384r+ und legten einen höheren Differenzierungsgrad für die Gruppe mit 

ZNF384r+ nahe. Hierbei zeigt die Gruppe der ZNF384r+-B-ALL mit myeloischer Koex-

pression im Kindesalter sowohl vom Mutations- wie auch vom Genexpressionsprofil we-

nig Unterschiede zur ZNF384r+-MPAL. Ausnahme sind hier die KDM6a-Mutationen, wel-

che nur bei MPAL (1/3 der Fälle) nachzuweisen waren. Auch in dieser Promotionsarbeit 

wurde eine Deletion des Genes in der Ersterkrankung und im Rezidiv nachgewiesen.48 

Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten von MPAL und B-ALL mit ZNF384r+ wird eine zukünf-

tige Einordnung beider Erkrankungen in eine gemeinsame Gruppe empfohlen.32,48 

Für die Gruppe der ZNF384r+-MPAL ist eine stärkere FLT3-Expression ohne Kopienzah-

länderung im Vergleich zu anderen MPAL auffällig. Diese ist so spezifisch, dass Alexan-

der et al eine FLT3-Inhibition als potenzielle targeted therapy vorschlagen. Für die hier 

untersuchte MPAL zeigt sich jedoch eine zu HSC und LSC unveränderte FLT3-Expres-

sion.48 

8.2 Signalweganalysen 

 RAS-abhängige Signalwege und deren Veränderungen 

8.2.1.1 MAPK-SIgnalweg 

Bereits aufgrund der Voruntersuchungen wurde KRAS als relevantes driver Gen in der 

Leukämogenese postuliert und eine starke Aktivierung des RAS-Signalweges vermutet. 

Die Signalweganalysen bestätigen diese Annahme und zeigten diverse Veränderungen 

(s. Abbildung 45) insbesondere des gesamten RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges 

(MAPK-Signalweg). 

Die Aktivierung des MAPK-Signalweges beginnt über die Aktivierung der membrange-

bundenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) durch Wachstumsfaktoren (GF), welche ge-

meinsam mit den guanine nucleotide exchange factors (GEF) die Proteine der RAS-Fa-

milie (KRAS, HRAS, NRAS) über GTP-Bindung aktivieren. Das GTP-RAS bildet in der 

Folge Dimere mit den RAF-Proteinkinasen (ARAF, BRAF, CRAF) und führt zur direkten 

Phosphorylierung und damit Aktivierung von MEK1 und MEK2 (MAPK/ERK Kinase 1 und 
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2). Diese wiederum führen zur Aktivierung von ERK1 und ERK2 (extracellular signal-re-

gulated kinases), welche zur Gruppe der MAPK (mitogen-activated protein kinases) ge-

hören. Zu den ERK1/2-Substraten gehören hunderte Proteine, welche u.a. an der Regu-

lation von Zellzyklus, Apoptose und Differenzierung beteiligt sind. Der Spiegel des phos-

phorylierten ERK (pERK) korreliert in Studien mit dem Aktivierungsgrad des MAPK-Sig-

nalweges. Die Auswirkungen der Aktivierung dieses Signalweges divergieren je nach 

Zelltyp, meist wirkt die MAPK-Aktivierung aber positiv auf die Proliferation.66,67 

Im Mittelpunkt der gefundenen Veränderungen steht die Wildtyp-KRAS-Amplifikation 

(ampKRAS). Während aktivierende KRAS-Mutationen (mutKRAS) auch bei Leukämien 

häufig gesehen werden45, ist der Nachweis einer ampKRAS bei Leukämien in der Litera-

tur bisher nicht beschrieben. Da in der MPAL KRAS-Mutationen (teilweise auch sub-

klonal) ausgeschlossen wurden, kann die Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse nur 

grundlegend in Hinblick auf Auswirkungen einer Überaktivierung des RAS-Signalweges 

diskutiert werden und mit den Erfahrungen zu den Wildtyp-Amplifikationen anderer Ma-

lignome verglichen werden. 

In Tumoren wurden bisher verschiedene mutKRAS nachgewiesen, deren Gemeinsam-
keit zumeist eine konstitutionelle Aktivierung der KRAS-Proteine aufgrund mangelnder 

Inaktivierung mittels GTPase ist. Auch Tumorzellen mit ampKRAS können eine dauer-

hafte Aktivierung aufweisen, diese basiert jedoch auf quantitativ erhöhten KRAS-Spie-

geln anstatt auf reduzierter Inaktivierung.68 Datenanalysen mittels des The Cancer Ge-

nome Atlas zeigen für alle Krebsarten mit ampKRAS eine Korrelation der Kopienzahl mit 

dem Expressions- wie auch dem Proteinniveau, hierbei weisen die Zellen mit der höchs-

ten Kopienzahl auch die höchste Sensitivität auf shRNA-silencing auf.69 Auch in der 

MPAL konnte ein deutlich erhöhtes Expressionsniveau bei erhöhter Kopienzahl nachge-

wiesen werden. 

Aber nicht nur KRAS zeigt eine relevante Überexpression in der MPAL, sondern auch 

SOS2. Die beide Gene SOS1 und SOS2 (son of sevenless homolog) gehören zur Gruppe 

der GEF, welche RAS durch den Austausch von GDP gegen GTP aktivieren. Somit ist 

hier eine exponentielle Verstärkung anzunehmen, da in der MPAL ein erhöhtes Expres-

sionsniveau sowohl des Aktivators SOS2 wie auch des Substrats KRAS vorliegt. Die Ex-

pression von SOS1 liegt für Patienten- und Kontrollproben unter der Nachweisgrenze. 

Hinzu kommt, dass nicht nur SOS den Austausch von GDP gegen GTP am RAS-Protein 

katalysiert, sondern auch selber durch eine Komplexbildung mit RAS-GTP stabilisiert wird 
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und so eine positive Feedbackregulation der GEF-Funktion stattfindet. Das hat theore-

tisch einen weiteren Verstärkungseffekt der Signalinduktion in der MPAL zur Folge.70 

Zum Loop der KRAS-SOS2-Interaktion kommt noch eine dritte Komponente hinzu: das 

überexprimierte RASGRP, das ebenfalls zur Gruppe der GEF gehört. Dieser kann nach 

Aktivierung durch multiple GF, wie z.B. dem in der hier analysierten MPAL extrem stark 

überexprimierten HGF, und auch über B-Zell-Rezeptoren die verschiedenen RAS-Isofor-

men aktivieren. In einer Studie wurde nachgewiesen, dass RASGRP nicht nur ein direkter 

RAS-Aktivator ist, sondern auch SOS-Proteine eine RASGRP-Bindungsseite enthalten, 

und die Bindung von RASGRP an SOS auch das Priming mit RAS-GTP erleichtert.71 

Welche Folgen eine solche KRAS-Aktivierung haben kann, zeigen Studien zu verschie-

denen Mutationen des Signalweges: Zellen mit mutKRAS weisen zwar gleiche basale 

KRAS-mRNA-Niveaus wie Zellen mit Wildtyp-KRAS (wtKRAS) auf, reagieren aber signi-

fikant stärker auf GF-Einwirkung und steuern eine höhere Anzahl an Zellen in die Mitose. 

Zellen mit mutKRAS können sowohl den Übertritt aus der G0-Phase auch GF-unabhän-

gig katalysieren als auch die Hochregulation von GF induzieren.72 

Eine solche Hochregulation zeigen auch die Analysen der MPAL: Es besteht eine Über-

expression des in der obigen Studie aufgeführten HBEGF (heparin-binding epidermal 

growth factor). Des Weiteren weist HGF (hepatocyte-growth factor) eine ausgeprägte 

Überexpression auf. Eine solche Überexpression von HGF in AML kann nach Studien-

lage zur Induktion von PI3K/AKT und MAPK führen und proliferativ wirken.73 

In diesem Zusammenhang ist das EGLN1-Gen zu erwähnen, welches für das PHD2-

Protein (Prolyl hydroxylase domain protein) kodiert und in der MPAL stark überexprimiert 

ist. Die Überexpression von EGLN1 führt in Leberzellkarzinomen zur Herunterregulation 

von p53 und Hochregulation von RAS und RAF und wirkt dort onkogen.74 Andererseits 

ist EGLN1 auch eine tumorsuppressive Funktion zuzuschreiben, da es in AML-LSC mit 

Knockdown des in beiden Erkrankungsstadien deletierten BCAT1-Gens eine Wachs-

tumsverlangsamung vermittelt.75 In diesem Kontext ist eine Einordnung der Überexpres-

sion für die Leukämogenese nicht sicher möglich. 

Ein weiterer Wachstumsfaktor, der zwar keine Überexpression aufweist, jedoch in Erster-

krankung und Rezidiv amplifiziert ist, wurde bereits bei der Auswahl der Kandidatengene 

berücksichtigt: FGF22 (fibroblast growth factor 22) wirkt aktivierend auf Proliferation. Eine 

Induktion von MAPK durch FGF22 konnte bei Lungenkarzinomen festgestellt werden, 

außerdem spielt es eine wichtige Rolle u.a. in der Gewebereparatur: So kann eine 
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FGF22-Hochregulation bei spinalen Verletzungen die Zellen vor Stress-induzierter 

Apoptose schützen, indem es das proapoptotische BAD runterreguliert.76 Möglicherweise 

kann ein solcher Mechanismus bei amplifizierten und laut Sequenzierung nicht von inak-

tivierenden Mutationen betroffenem FGF22 auch in den MPAL-Blasten einen zusätzli-

chen Schutz vor Apoptose bieten. 

8.2.1.2 PI3K/AKT-Signalweg 

Der MAPK-Signalweg ist nicht der einzige RAS-kontrollierte Signalweg: Die Aktivierung 

von RAS kann ebenfalls zur Aktivierung von PI3K (Phosphoinositid-3 Kinase) sowie von 

RALGDS (Ral guanine nucleotide dissociation stimulator) führen. Sowohl MAPK- wie 

auch der PI3K/AKT-Signalweg spielen eine wichtige Rolle in der Onkogenese, während 

der Einfluss von RALGDS bisher nicht endgültig geklärt ist.77 

So kann RAS neben der Proliferation und Immunantwort auch die Apoptose beeinflussen: 

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg kann neben aktiviertem RAS auch direkt durch RTK 

(und andere Rezeptoren) aktiviert werden, hierdurch wird die katalytische Untereinheit 

von PI3K aktiviert und über weitere Zwischenschritte die Phosphorylierung von AKT in-

duziert, pAKT ist hierbei Gradmesser der Aktivierung. pAKT wirkt positiv auf das Zellüber-

leben ein, indem es u.a. den P53-Antagonisten MDM2 phosphoryliert und somit TP53 

stabilisiert, Apoptose-Inhibitoren hochreguliert sowie propapototische Proteine (BAK1, 

BAD und BAX) negativ reguliert.78 

RAF-Aktivierung wiederum supprimiert das proapoptotische PAR4 und reguliert das an-

tiapoptotische BCL2 hoch. Beide Wege führen zur Phosphorylierung und damit Inaktivie-

rung vom propapototischen BAD, welches für die Inaktivierung von BCL2 verantwortlich 

ist. Zwar werden zelltypabhängig auch propaptotische Signale über den RAS-Signalweg 

vermittelt, jedoch scheinen diese Wege in Malignomen meist supprimiert zu sein.72 

Auch die Analysen der MPAL belegen, dass BCL2 zwar erst im Rezidiv amplifiziert ist, 
jedoch bereits in der Ersterkrankung überexprimiert ist, was eine Folge des aktivierten 

RAS-PI3K-AKT-Signalwegs sein könnte. 

8.2.1.3 Weitere RAS-abhängige Mechanismen 

Die RAS-Aktivierung beinhaltet auch Mechanismen, die es den Krebszellen erleichtert, 

einer Immunantwort zu entgehen: Einerseits reduziert RAS die Expression von Haupthis-

tokompatibilitäts-Komplexen, andererseits scheinen Zellen mit mutKRAS spezifischen T-

Zellen entkommen zu können, möglicherwiese über die Rekrutierung regulatorischer T-

Zellen.72 
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Angiogenese und Invasion spielen bei hämatologischen Malignomen eine untergeord-

nete Rolle, dennoch zeigen Studien, dass MMP9 als eine der hierfür relevanten Me-

talloproteasen durch RAS hochreguliert wird, auch in der MPAL zeigt sie eine signifikante 

Überexpression.72 In der Literatur sind keine Daten im Zusammenhang mit akuten Leu-

kämien beschrieben, jedoch ist eine Überexpression sowohl für diverse solide Tumoren 

wie auch CLL als prognostisch ungünstiger Faktor beschrieben. Zusätzlich ist in der 

MPAL auch Calmodulin 1 und 3 (CALM1, CALM3) überexprimiert, zumindest für Brust-

krebs ist die Hochregulation von MMP9 durch CALM beschrieben. Ein Therapieansatz 

bestünde in der Inhibition, eine Studie zeigt eine potenzielle Wirkung der MMP9-Inhibito-

ren Ro31-9790 und TIMP-1 in vitro.79,80 

8.2.1.4 CREBBP 

Neben den Genen des Ras-Signalweges ist auch das Gen CREBBP sehr häufig von 

Mutationen in der pädiatrischen ALL betroffen, insbesondere akkumulieren diese im Re-

zidiv. Bei zeitgleichem Vorliegen mit mutKRAS waren diese mit dem frühen Auftreten von 

Rezidiven assoziiert.81,82 Klinisch sind nicht nur Mutationen sondern auch reduzierte Ex-

pressionsniveaus von CREBBP in pädiatrischer ALL mit einer kürzeren Remissionszeit, 

einem reduzierten OS und einem erhöhten WBC assoziiert.82 CREBBP zeigt in der MPAL 

eine signifikante Unterexpression ohne Kopienzahländerung, auf das Vorliegen von Mu-

tationen wurde es jedoch nicht untersucht. 

CREBBP kodiert für eine Histonacetyltransferase und fungiert als Koaktivator der Tran-
skription. Insbesondere ist hier der negative regulatorische Effekt auf den RAS-Weg über 

eine direkte Acetylierung von KRAS zu nennen, ein Mechanismus, der in der MPAL zu 

einer weiteren Verstärkung dieses Weges beitragen kann.83 

 Bedeutung von KRAS-Mutationen in der Leukämogenese 

Verschiedene Studien kommen zu dem Schluss, dass es sich bei den mutKRAS um se-

kundäre Ereignisse in der Leukämogenese handelt. So konnten leukämische Vorläufer-

zellen bei hyperdiploiden Leukämien bereits in pränatalen Proben über IGH oder Hyper-

diploidität nachgewiesen werden, während mutKRAS erst postnatal entstanden sind.84 

Häufig liegen mutKRAS auch subklonal vor, was zu einem vermeintlichen Anstieg der 

Prävalenz durch Selektion eines mutKRAS-Subklons im Erkrankungsverlauf führen kann. 

So wies eine Studie in ca. 22,5% aller vermeintlich wtKRAS-Leukämien subklonale 

KRAS-Mutationen nach, in der Hälfte der vermeintlichen Neumutationen im Rezidiv lag 

die Mutation in der Ersterkrankung bereits subklonal vor.45 Diese Studie zeigt sowohl eine 
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positive als auch negative Selektion der KRAS-Mutationen im Erkrankungsverlauf. Ver-

mutet wird hier der unterschiedliche Einfluss der RAS-Aktivierung auf die Wirksamkeit 

verschiedener Chemotherapeutika: Leukämien mit mutKRAS haben demnach einerseits 

eine erhöhte MTX-Resistenz, jedoch sprechen sie deutlich besser auf Spindelgifte wie 

Vincristin an.45 Außerdem weisen diverse Studien auch eine erhöhte Resistenz gegen-

über Glukokortikoiden nach.43 So kann ein Selektionsdruck je nach Therapieregime ein-

wirken. 

Auch wenn meist davon ausgegangen wird, dass mutRAS keine founder-Mutationen 

sind, sind mutKRAS sehr wohl in der Lage, akute Leukämien zu induzieren. Mäuse mit 

transplantierten mutKRAS-HSC entwickelten zunächst ein myeloproliferatives Syndrom. 

Durch Zugewinn weiterer kooperierender Mutationen, z.B. in NOTCH1, entstanden akute 

T-Zell-Leukämien. Hierbei scheint die onkogene Wirkung nicht nur ausschließlich über 

die PI3K- und MAPK-Signalwege vermittelt zu sein, so reagieren selbst Mäuse mit inak-

tiviertem RAS sensibel auf Wachstumssignale und können durch Induktion neuer Muta-

tionen in der Folge T-Zell-Leukämien entwickeln.85,86 

Zusammengefasst treten mutKRAS früh in der Tumorprogression auf, können aber nur 
in Kombination mit weiteren Defekten tumorauslösend sein.66,87 Die Hypothese, dass es 

sich bei den KRAS-Veränderungen meist um frühe sekundäre Ereignisse handelt, deckt 

sich mit den hier gezeigten Ergebnissen mit dem Nachweis sowohl der Amplifikation wie 

auch deren Kopienzahl bereits in der MPAL-Ersterkrankung. 

 Unterschiede zwischen KRAS-Mutationen und Wildtyp-Amplifikationen 

Trotz der Gemeinsamkeiten, die Tumore mit mutKRAS und ampKRAS durch die Ras-

Aktivierung aufweisen, zeigen Studien, die die Biologie und Wirksamkeit von targeted 

therapies vergleichen, große Unterschiede auf: So traten ampKRAS in nur 3% der pri-

mären Endometrium-Karzinome, jedoch in 18% der metastasierten Karzinome auf. Das 

Vorliegen einer ampKRAS ist hierbei mit einem schlechten Outcome, geringerer Diffe-

renzierung, höherer Invasivität und Aneuploidie assoziiert, während dieser Zusammen-

hang für Karzinome mit aktivierender mutKRAS nicht gesehen wurde.88 

Auch zeigte sich ein unterschiedliches Ansprechen auf Therapien: In einer Studie zu Ko-

lonkarzinomen mit mutKRAS und ampKRAS wiesen nur Tumore mit ampKRAS eine Re-

sistenz gegen EGFR-Inhibitoren auf.89 

Die Ursache dieser Differenz scheint in den unterschiedlichen Regulationsmechanismen 

von Wildtyp- und mutierten RAS zu liegen: In Zellen mit heterozygoter RAS-Mutation 
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scheint das Wildtyp-Allel eine modulierende Funktion auf das onkogene Potential des 

mutierten Allels zu haben und die GF-abhängige Signalweginduktion zu vermitteln, wäh-

rend das mutierte RAS das basale MAPK-Signaling steigert.90 

AmpKRAS führt außerdem zu einer verstärkten Aktivierung des PI3K-Signalweges: Die 

Behandlung von Lungenkrebs (NSCLC) mit Mutationen des HGF-Rezeptor MET mit dem 

MET-Inhibitors Crizotinib führte zur Entwicklung von resistenten Zellen. Diese wiesen ei-

nen Zugewinn von ampKRAS mit PI3K-Aktivierung auf und sprachen auf eine zusätzliche 

PI3K-Inhibition an. Hier wurde auch gezeigt, dass Zellen mit ampKRAS hypersensibel 

auf Wachstumsfaktorstimulation reagieren.91 

 Inhibition der RAS-abhängigen Signalwege 

Eine direkte KRAS-Inhibition erschien lange Zeit als schwierig, dies liegt u.a. an den kom-

plexen Bindungsstellen und Interaktionen.92 Inzwischen befinden sich zwei KRAS-Inhibi-

toren in klinischen Studien, diese inhibieren spezifisch mutiertes KRAS und sind somit für 

die hier untersuchte MPAL nicht einsetzbar.93,94 Jedoch liegen unterschiedliche Inhibito-

ren vor, die an den verschiedenen Punkten des RAS-Signalweges ansetzen. In Anbe-

tracht der heutigen Studienlage in Zusammenschau mit den Ergebnissen der Analysen 

kommen weitere Therapieansätze in Frage. 

8.2.4.1 Inhibition von RAS und RAS-related proteins 

Die erste Gruppe betrifft die Inhibition der KRAS-Aktivierung selbst. Aufgrund des Man-

gels suffizienter direkter RAS-Inhibitoren ist die SOS-Inhibition aus heutiger Sicht ein wei-

terer möglicher Therapieansatz in Malignomen mit RAS-Aktivierung. Präklinische Studien 

zeigen anhand von SOS1-Inhibition eine deutliche Reduktion der RAS-GTP-Niveaus mit 

nachfolgender signifikanter Inhibition des MAPK-Signalweges. Mit BI-3406 liegt ein oraler 

SOS1-Inhibitor vor, der in der präklinischen Testung bei Lungenkarzinomen (NSCLC) 

über eine angenommene Unterbindung der MEK-Feedback-Reaktivierung KRAS-abhän-

gige Malignome sensibel auf MEK-Inhibition macht.95 An Leukämiezellen mit mutKRAS 

konnte in vitro nachgewiesen werden, dass eine SOS1-Überexpression zur Aktivierung 

der Wildtypallele von NRAS und HRAS führt.96 In der MPAL konnte zwar weder eine 

signifikante Überexpression von SOS1, HRAS oder NRAS gefunden werden, dennoch 

erscheint eine mögliche Wirkung über Abschwächung der KRAS-Aktivierung gegeben. 

Zur Rolle des in der MPAL überexprimierten SOS2 ist weniger bekannt. Es wurde nach-

gewiesen, dass SOS2-getriggerte Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges für die ma-

ligne Transformation von Zellen mit mutKRAS notwendig ist und sie vor Apoptose schützt. 



Diskussion 

 98 

SOS2-Knockdown führt in mutKRAS-Zellen entsprechend zur Reduktion der pAKT-Ni-

veaus, nimmt jedoch kaum Einfluss auf die pERK-Niveaus. Für die Transformation 

scheint nur die GEF-Aktivität des SOS2 und nicht die Feedbackregulation durch GTP-

Stabilisierung ausschlaggebend zu sein. Ein Inhibitor für SOS2 ist noch nicht verfügbar, 

in Zusammenschau mit den anderen Ergebnissen spricht diese Beobachtung aber für 

eine mögliche Wirksamkeit einer PI3K-Inhibition in der MPAL.97,98 

8.2.4.2 MEK-Inhibition 

Weitere Therapiemöglichkeiten liegen in der Inhibition der RAS-induzierten Signalwege. 

Auch in der MPAL erschien es primär aufgrund der prominenten Aktivierung des MAPK-

Signalweges sinnvoll, diesen Weg zu inhibieren: Ein Inhibitor, der hier eingreift und zum 

Zeitpunkt der Erstrezidivs bereits für solide Tumoren zugelassen war, ist der Multi-

Kinase-Inhibitor Sorafenib, der u.a. die RAF-Kinasen, FLT3, PDGFR a und ß, VEGFR1-

3 und c-KIT inhibiert. Studien belegen die Sicherheit und Wirksamkeit in Kombination mit 

Clofarabin und Cytarabin in refraktärer AML.99,100 Bei verschiedenen akuten Leukämien 

des Erwachsenenalters, inkl. BAL wurde eine sichere Inhibition von FLT3 und ERK nach-

gewiesen, weshalb zumindest für Leukämien mit FLT3-Mutation ein Einsatz empfohlen 

werden kann.101,102 FLT3-Inhibition wurde auch von Alexander et al. als mögliches The-

rapeutikum zur Behandlung von ZNF384r+ Leukämien empfohlen.48 Diese Empfehlun-

gen lagen zum Zeitpunkt der Auswahl von Sorafenib noch nicht vor, bestärken aber prin-

zipiell die Wahl des Therapeutikums für die Behandlung der MPAL. Klinisch wie auch in 

der Laboranalysen gibt es keinen sicheren Hinweis auf ein ausreichendes Ansprechen 

auf die Sorafenib-Therapie. In der Therapiephase wurde mit Sorafenib in Kombination 

mit starken Chemotherapeutika ein Zurückdrängen der Leukämieblasten erreicht, die 

Stammzelltransplantation erfolgte jedoch bereits in der Aplasie ohne erneuten Nachweis 

eines Remissionsmarks. In den FISH-Analysen konnte keine Selektion eines Subklons 

mit abweichendem Genotyp während Sorafenib-Therapie nachgewiesen werden. 

Da MEK1/2 die einzigen ERK-Aktivatoren sind, besitzt die Regulation durch MEK eine 
Schlüsselrolle und ist damit sinnvoller Ansatzpunkt in der medikamentösen Therapie.66 

So korreliert der Spiegel vom phosphoryliertem ERK (pERK) gut mit der Wirksamkeit ei-

ner MEK-Inhibition.45 In den letzten Jahren spielen die MAPK-Kinase-Inhibitoren (MEKi) 

eine zunehmend wichtige Rolle. Es gibt bereits mehrere Wirkstoffe, die für die Therapie 

verschiedener solider Tumoren zugelassen sind. Insbesondere der Wirkstoff Selumetinib 

ist als orphan drug auch zur Behandlung von Kindern mit Neurofibromatose zugelassen. 
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Aktuell laufen klinische Studien zum Einsatz bei RAS-abhängigen Leukämien. Jedoch 

beziehen sich die Daten präklinischer Studien nur auf Leukämien mit aktivierenden mut-

KRAS. So sprechen B-ALL des Kindesalters mit Mutationen des RAS-Signalwegs gut auf 

MEK-Inhibition mit Selumetinib an, Leukämien ohne KRAS-Affektion oder anderen akti-

vierenden Mutationen zeigen zumeist wenig Ansprechen. Die Leukämien mit aktivieren-

den Mutationen wiesen im Vergleich zu denen mit wtKRAS entsprechend erhöhte pERK-

Spiegel auf. Das Ansprechen auf Selumetinib korrelierte mit dem pERK-Spiegel. Im muri-

nen Xenograft-Modell zeigte sich eine deutliche Reduktion der Leukämiezellen unter 

MEKi sowie eine deutlich reduzierte meningeale Infiltration durch Blasten.45 

Ähnliche Beobachtungen mit Nachweis einer Apoptoseinduktion unter MEKi wurden auch 
für MLL-positive Leukämien mit mutKRAS gemacht. Zusätzlich konnte diese Studie zei-

gen, dass der Einsatz von MEKi in allen Leukämien, also auch mit wtKRAS das Anspre-

chen auf Prednisolon verbessert.103 

Die daraus resultierende Hypothese einer synergistischen Wirkung von MEKi und Gluko-

kortikoiden bei mutRAS-ALL wurde in einer präklinischen Studie für ALL im Kindesalter 

bestätigt. Hier zeigt sich eine massive Induktion des propapototischen BCL2L11 unter 

Selumetinib und Dexamethason. Im Xenograft-Modell zeigt sich hierbei eine deutlich ver-

besserte antitumorale Wirkung für die Kombination als für die Monotherapie beider Sub-

stanzen.104 Auch das Ansprechen auf das Folsäureantagonisten Methotrexat kann durch 

MEKi verbessert werden.45 

Prinzipiell sprechen die obigen Ergebnisse für eine mögliche Wirkung von MEKi auf die 

MPAL. Jedoch gibt es eine Studie, die die Mechanismen von RAS-Aktivierung bei gast-

roösophagealen Karzinomen mit ampKRAS und mutKRAS vergleicht. Für die Gruppe mit 

ampKRAS besteht ein signifikant schlechteres Outcome. Die Studie zeigte, dass 

ampKRAS-Zellen höhere mRNA-Spiegel von KRAS im Vergleich zu mutKRAS aufwie-

sen. siRNA-induziertes KRAS-silencing führt in allen Zelltypen (mutKRAS, ampKRAS, 

wtKRAS) zu einer signifikanten Reduktion der Zellproliferation. Die Untersuchung der In-

hibition von MAPK- und PI3K-Signalweg wies jedoch signifikante Differenzen zwischen 

mutKRAS und ampKRAS nach: Nach MEKi zeigten allein die Zellinien mit ampKRAS 

nach 72h eine abnehmende Apoptoserate trotz weiterhin stabiler pERK-Inhibition. Diese 

Zellen wiesen im Gegensatz zu allen anderen eine starke pAKT-Induktion auf. Zu den 

gleichen Resultaten führte der Einsatz eines ERK-Inhibitors trotz sicheren Nachweises 

einer suffizienten MAPK-Blockade.40 
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Als Erklärungsversuch wurde die Hypothese aufgestellt, dass die negative pERK-Feed-

backhemmung durch die MEKi beeinträchtigt wird und das amplifizierte KRAS somit noch 

stärker den bereits erhöhten KRAS-Proteinspiegel aktivieren kann. Das deckt sich auch 

mit dem Ergebnis, dass Zellen mit ampKRAS bereits initial höhere Spiegel an RAS-GTP 

aufweisen als mutKRAS und dennoch nach MEKi die RAS-GTP-Spiegel auf bis zu 500% 

weiter ansteigen. mutKRAS-Zellen zeigen keinen solchen Anstieg. Gleiche Effekte wur-

den auf Stimulation mit dem Wachstumsfaktor EGF gesehen.40 Analog ist daher anzu-

nehmen, dass eine MEKi bei ampKRAS-Leukämien ähnlich wie beim gastroösophagea-

len Karzinom allein nicht effizient ist. 

Da die obigen Ergebnisse auf eine Selbstinduktion von RAS-GTP hinweisen, rückt die 
SOS-Inhibition (s. Abschnitt 8.2.4.1) erneut ins Blickfeld: SOS-Silencing führte in vitro zu 

einer Unterbindung der RAS-GTP-Induktion, des pAKT-Rebound plus einer Reduktion 

der pERK-Spiegel. Während die Kombination aus MEKi und SOS-Inhibition in mutKRAS-

Zellen nur leichte Aktivität zeigte, führte es in den ampKRAS-Zellen zu einer signifikanten 

Apoptoseinduktion.40 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde noch ein weiterer Ansatzpunkt untersucht: Die Inhibi-
tion der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2, welche die SOS-vermittelte KRAS-Aktivie-

rung erleichtert. Ein SHP2-Inhibitor in Kombination mit MEKi zeigte eine Unterbindung 

der RAS-GTP-Aktivierung sowie Prävention der pAKT-Induktion in ampKRAS-Zellen.40 

Aktuell erfolgen erste klinische Studien zum Einsatz von SHP2-Inhibitoren bei soliden 

Tumoren.105 

Auch weitere Veränderungen können die Wirksamkeit von MEKi unterbinden: So sind 
CDKN2A-Deletionen mit erhöhter MEKi-Resistenz assoziiert.66 

8.2.4.3 ERK-Inhibition 

Die ERK-Inhibition (ERKi) unterliegt möglicherweise ähnlichen Resistenzmechanismen 

wie die MEKi. Allerdings konnte die Wirksamkeit eines ERK-Inhibitors (SCH772984) in 

Xenograft-Modellen von Melanom und Pankreaskarzinomen mit mutRAS und nachge-

wiesener MEKi-Resistenz beweisen werden. Es wird vermutet, dass diese Resistenz-

überwindung auf der Unterbindung des RAF-Feedback-Regulation von pERK basiert.106 

Der ERK-Inhibitor Ulixertinib zeigt in ersten klinischen Studien eine akzeptable Anwen-

dungssicherheit und klinische Aktivität in soliden Tumoren.107 
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8.2.4.4 PI3K-Inhibition 

Nicht nur der MEKi-Resistenzmechanismus scheint PI3K-Akt-vermittelt zu sein, auch die 

onkogene Wirkung von RAS-Aktivierungen scheint nicht allein MAPK-abhängig zu sein: 

So wurde an Fibroblasten im Mausmodell gezeigt, dass sie keine RAS-induzierte Tumor-

genese aufweisen, wenn die RAS-Aktivierung des PI3K durch eingeschleuste Mutation 

der katalytischen PI3K-Untereinheit p110a unterbunden wird. Während beim Wildtyp-

PI3K sowohl die Spiegel von pERK wie pAKT ansteigen, kommt es bei homozygoter 

p110a-Mutation zu einem deutlich reduzierten pAKT-Anstieg, das Ansprechen auf den 

Wachstumsfaktor FGF2 ist komplett unterbrochen.108 

In der oben beschriebenen Studie zu zu gastroösophagealen Karzinomen wird eine 
Adaptation mit pAKT-Induktion über PI3K für ampKRAS-Zellen beschrieben. Dennoch 

zeigte alleinige PI3K-Inhibition (PI3Ki) in beiden Zelllinien (ampKRAS und mutKRAS) nur 

einen leichten Effekt, während eine erfolgreiche Koinhibition von MEKi und PI3Ki durch-

geführt wurde.40 

Diese wie auch weitere Studien an soliden Tumoren zeigten zwar eine antitumorale Ak-

tivität von PI3Ki, jedoch war die Dosis aufgrund der Toxizität limitiert.40,109,110 Für AML mit 

RAS-Mutation wurde bei hoher Toxizität keine ausreichende Wirkung beobachtet.111 

 Zellzyklus 

8.2.5.1 CDKN2A und CDKN2B 

Auch in Hinblick auf die Aktivierung des MAPK-Signalweges erscheinen die Veränderun-

gen des p53-Signalweges in der hier untersuchten MPAL relevant: Die oben aufgeführten 

Ergebnisse zeigen eine heterozygote und teils sogar homozygote Deletion von CDKN2A 

und CDKN2B für beide Erkrankungsstadien. Abweichend hierzu besteht für CDKN2A 

eine Überexpression in der MPAL, diese könnte aufgrund der Deletion jedoch von den 

gesunden Zellen getragen werden. 

Deletionen von CDKN2A/B sind die häufigste Ursache von p53-Signalweginaktivierung 

bei pädiatrischen Leukämien, so weisen ca. 25% aller ALL eine dieser Deletionen auf. 

Studien weisen hierbei eher auf einen sekundären Erwerb in der Onkogenese hin. Die 

prognostische Relevanz dieser Veränderungen ist unklar: Einige Studien ergaben keinen 

Einfluss während andere ein schlechteres Outcome für Leukämien mit CDKN2A/B-Dele-

tion zeigen. Möglicherweise sind die unklaren Ergebnisse auch in den unterschiedlichen 

Einschlusskriterien in Bezug auf B- und T-Zell-Leukämien begründet.112 
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TP53 ist ein multipotenter Tumorsuppressor, der u.a. nach DNA-Schädigung die DNA-

Reparatur induziert, zum reversiblen Arrest des Zellzyklus führt und letztendlich auch 

Apoptose induzieren kann. So sind in allen Tumoren Veränderungen des p53-Signalwe-

ges am häufigsten. CDKN2A kodiert dabei über alternatives Splicing für 2 Proteine: 

P14ARF inhibiert den TP53-Inhibitor MDM2. P16INKA sowie das von CDKN2B kodierte 

p15INKB binden wiederum an CDK4 und inhibieren den CDK4/CDK6/Cyclin1-Komplex, 

welcher die Phosphorylierung von Rb1 mit der Freisetzung des E2F-Transkriptionsfaktors 

katalysiert. Dieser ist verantwortlich für die den Wechsel des Zellzyklus von der G1 in die 

S-Phase und der damit verbundenen Zellteilung. Die Unterdrückung dieses Signalweges 

führt damit zu unkontrollierbarer Proliferation. Zusätzlich erfolgt die Aktivierung von 

CDKN2A/B über TGFB (transforming growth factor), das hierfür benötigte Rezeptorgen 

TGFBR1 ist jedoch in der MPAL signifikant unterexprimiert. Des Weiteren erfolgt eine 

Suppression von TP53 durch KRAS. Eine zusätzliche Destabilisierung von TP53 kann 

die in der MPAL nachgewiesene Unterexpression des TP53-Stabilisators EGLN3 bewir-

ken.113 

Zur gezielten Therapie von Malignomen mit p53-Signalwegveränderungen liegen schon 

einige Inhibitoren vor. CDK4/CDK6-Inhibitoren wie Palbociclib, Ribociclib und Abemacic-

lib weisen eine gute Wirksamkeit bei Tumoren mit CDKN2A-Deletion auf. Palbociclib ist 

bereits für die Therapie von Brustkrebs zugelassen. Ergebnisse klinischer Studien bei 

Kindern liegen bisher nicht vor. Diese Inhibitoren können z.B. mit MEKi oder PI3Ki kom-

biniert werden.112 

Außerdem steht mit Idasanutlin ein MDM2-Inhibitor zur Verfügung, welcher die TP53-

Expression verstärkt. Auch MDM2 ist in der MPAL signifikant überexprimiert, so dass eine 

zusätzliche TP53-Inhibition anzunehmen ist. Da Idasanutlin jedoch nur beim Vorliegen 

von Wildtyp-TP53 wirksam ist, wurden in Hinblick auf einen möglichen Therapieansatz 

die vorliegenden Transkriptomsequenzierungsdaten der MPAL (welche in der vorliegen-

den Arbeit jedoch sonst nicht berücksichtigt wurden) auf das Vorliegen möglicher TP53-

Mutationen untersucht, es fanden sich lediglich zwei Polymorphismen. Eine Kombination 

verschiedener Inhibitoren erscheint auch hierbei sinnvoll, da verschiedene Studien zei-

gen, dass die MDM2-Inhibition langfristig zum Erwerb resistenter Subklone mit TP53-

Mutation führen kann.114,115 
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8.2.5.2 CCNA1 

Das in der MPAL stark überexprimierte CCNA1 kodiert für das Zellzyklusprotein Cyclin 

A1, dessen Expression während der S- und G2-Phase zur Progression des Zellzyklus 

führt. Seine Überexpression führt dort u.a. zur Suppression des Tumorsuppressors WT1 

und kann so in den Zellen proliferativ und antiapoptotisch wirken.116 

Normalerweise wird es nur in Hoden, Gehirn sowie in CD34+-HSC exprimiert, jedoch ist 
es auch in 50% der AML-LSC nachzuweisen. Medikamentöse Inhibitoren liegen zwar 

nicht vor, jedoch zeigte sich CCNA1 in vitro als geeignetes leukämie-assoziiertes Antigen 

für eine spezifische T-Zell-Therapie.117 

8.2.5.3 DAPK1 

Die MPAL weist eine niedrige Expression des Tumorsuppressors DAPK1 (death-associ-

ated protein kinase 1) auf, welcher Vermittler der ER-stress-induzierten Apoptose ist. 

DAPK1 ist in vielen Tumoren meist durch Methylierung unterexprimiert und ist meist mit 

agressiverem Phänotyp assoziiert. Die experimentelle Induktion von DAPK1 kann eine 

KRAS-abhängige maligne Transformation durch ERK-Interaktion verhindern. Zusätzlich 

weisen Analysen auf eine p53- und p19ARF-abhängige Apoptoseinduktion hin, so kann 

nur in Abhängigkeit dieser funktionsfähigen Proteine der Zelltod initiiert werden. Ein kli-

nisch anwendbares Medikament ist bisher nicht verfügbar.118 

 Apoptose 

8.2.6.1 BCL2 

Ein weiteres Gen der Pic war bereits in den zytogenetischen Analysen in den Fokus der 

Untersuchungen gerückt. So wurden FISH-Sonden für den BCL2-Genlokus auf dem im 

Rezidiv amplifizierten Abschnitt von 18q eingesetzt, um die Anordnung in den aberranten 

Chromosomen zu untersuchen (s. Abbildung 25). 

Das antiapoptotisch wirkende BCL2 gehört zur BCL2-Familie und wurde primär durch die 

Translokation t(14;18) mit der IgH-Promotorregion in B-Zell Lymphomen bekannt. In die-

sem Fall führt die Translokation zur BCL2-Überexpression, jedoch zeigen spätere Stu-

dien auch eine nicht-translokationsbedingte Überexpression in weiteren hämatologi-

schen Malignomen: So wurde eine Überexpression für adulte AML nachgewiesen, diese 

bestand insbesondere zum Zeitpunkt der Erst- bzw. Rezidivdiagnose, während die Ni-

veaus in der Remissionsphase deutlich niedriger lagen. Der Nachweis einer BCL2-Über-

expression korrelierte signifikant mit der Zuordnung zum morphologischen Phänotyp FAB 

M0 und M1 sowie mit CD34-Positivität und legt eine Überexpression in eher unreifen 
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leukämischen Blasten nah. Diese Studie zeigte keinen Einfluss auf das OS.119 Weitere 

Studien kamen jedoch zu dem Schluss, dass eine Überexpression mit niedrigeren Re-

missionsraten und einem schlechteren Outcome assoziiert sind.120 

Auch in 84% der lymphoblastischen B-Vorläufer Leukämien zeigte sich eine BCL2-Über-

expression. Im Vergleich dazu zeigen gesunde hämatopoetische Vorläuferzellen des 

Knochenmarks regulär eher niedrige Expressionsspiegel, während periphere Blutzellen 

hohe Niveaus aufweisen.121 

Für ALL zeigt sich kein prognostischer Einfluss des Vorliegens einer aberranten BCL2-
Expression. Dieselbe Studie vermutete eine BCL2-Hochregulation zum proliferativen 

Vorteil von Blasten mit anderen founder-Mutationen, wie z.B. einem BCR-ABL-Rearran-

gement.122 

So zeigten auch Versuche an murinen Tiermodellen, dass eine induzierte BCL2-Überex-

pression nur in Kombination mit cMYC-Aktivierung unreife lymphoblastische Leukämien 

induzieren kann. Alleinige BCL2-Induktion führt dahingegen ausschließlich zur Entwick-

lung von B-Zell-Lymphomen. Durch BCL2-Inhibition kann in den Leukämien eine Remis-

sion mit verlängertem Überleben erreicht werden.123 

Diese Hypothese deckt sich auch mit den Ergebnissen dieser Promotionsarbeit: In der 

MPAL lag noch keine Kopienzahländerung von BCL2 vor, jedoch zeigen die Genexpres-

sionsdaten bereits eine starke Überexpression. In den weiteren Erkrankungsstadien 

schreitet die BCL2-Amplifikation und wahrscheinlich damit verbunden die Zunahme der 

Genexpression fort. Diese BCL2-Mutation ist nicht Ursache der malignen Entartung, stellt 

jedoch wahrscheinliche eine relevante driver-Mutation dar. Auch die oben beschriebene 

Assoziation von BCL2-Überexpression mit unreifen Leukämietypen von ALL wie auch 

AML unterstützt die Vermutung, dass die erhöhte BCL2-Expression in der HSC-nahen, 

CD34-positiven MPAL eine relevante Rolle spielt. Umso wichtiger ist diese Erkenntnis, 

da mit Venetoclax seit 2016 ein oraler BCL2-Inhibitor zur Therapie bei refraktärer CLL in 

Deutschland zugelassen ist. 

Die antiapoptotische Wirkung von BCL2 basiert auf der Inhibition von proapoptotischen 

Proteinen der BCL2-Familie (BAX, BAK), die sonst durch die Erhöhung der mitochondri-

alen Membranpermeabilisierung zur Apoptose führen. Zusätzliche Regulation des Sys-

tems erfolgt durch die dritte Gruppe der Proteinfamilie, der BH3-only Proteine, welche 

durch Bindung an die jeweilige BH3-Domäne entweder direkt über BAX/BAK-Aktivierung 

oder indirekt als BCL2-Antagonisten proapoptotisch wirken.124 
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Venetoclax ist ein wirksames und sicheres BH3-Mimetikum, welches mit hoher Affinität 

an die BH3-Domäne des BCL2-Proteins bindet und dieses inhibiert.125 Klinische Studien 

bestätigten die Sicherheit und Wirksamkeit von Venetoclax an adulten AML-Patienten. 

Sowohl als Monotherapie wie auch in Kombination führte die Anwendung zu signifikant 

verbesserten Remissionsraten und OS.126 Die prinzipielle Wirksamkeit auf pädiatrische 

Malignome wurde bereits in präklinischen Studien bewiesen, insbesondere die Gruppe 

der Hochrisiko-ALL mit TCF3-HLF-Translokation zeigte ein gutes Ansprechen.125,127 

Aktuell laufen erste klinische Studienphasen zur Anwendung von Venetoclax bei refrak-

tären bzw. rezidivierenden Malignomen bei Kindern. Eine Studie schließt hierbei auch 

explizit die Gruppe der AUL mit ein. Erste Zwischenberichte weisen auf eine Wirksamkeit 

und tolerable Verträglichkeit hin, ein Vorteil für die Kombination von Venetoclax mit kon-

ventioneller Chemotherapie gegenüber Venetoclax-Monotherapie scheint zu beste-

hen.127–129 

BCL2 ist nicht das einzige Mitglied der BCL2-Familie, welches in der MPAL dysreguliert 

ist. So wurde auch eine Überexpression des proapoptotischen BCL2L11-Gens in der 

MPAL nachgewiesen. Trotz seiner potenziell antitumoralen Wirkung wurde in einer Stu-

die nachgewiesen, dass nur Zellen, die bereits eine hohe Bindung von BCL2L11 an den 

BCL-2-Proteinen aufweisen, auf BCL2-Inhibitoren ansprechen. Hintergrund ist die Frei-

setzung des gebundenen BCL2L11 als Folge der Verdrängung durch den Inhibitor und 

der direkten Aktivierung der BAX/BAK-induzierten Membranpermeabilisierung durch 

BCL2L11.124 

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen für eine mögliche Wirksamkeit von Venetoclax 
auf die MPAL. Die Wirksamkeit von Venetoclax kann jedoch durch andere Faktoren ver-

mindert werden und die Leukämiezellen können Resistenzen bilden: So kann die Inhibi-

tion von BCL2 zu einer Hochregulation des antiapoptotischen MCL1 der gleichen Familie 

führen, welches nicht von Venetoclax inhibiert wird. Die Kombination mit hypomethylie-

renden Medikamenten wie 5-Azycytidin oder Decitabine führte hierbei zur Reduktion der 

MCL1-Spiegel.125 

Auch zeigt sich keine Abhängigkeit der Therapiesensitivität von CDKN2A/B-Deletionen, 
was insofern überraschend ist, da für Leukämien mit p53-Signalwegveränderungen ein 

nachgewiesen vermindertes Ansprechen auf Venetoclax besteht. So konnte in einer Stu-

die gezeigt werden, dass eine Aktivierung des MAPK-Signalweges zur Stabilisierung von 

MCL1 durch Phosphorylierung führt. Die bei Leukämien mit TP53-Deletion fehlende 
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Hemmung der MAPK-Signalkette führt zu hohen MCL1-Spiegeln mit entsprechender an-

tiapoptotischer Wirkung und Resistenzbildung.130 Daher scheint die Kombination von Ve-

netoclax mit MEKi ein möglicher Therapieansatz zu sein, der daher für die Testung an 

den MPAL-Zellen naheliegt. 

Eine weitere Option ist die kombinierte medikamentöse Aktivierung von TP53 durch 

MDM2-Inhibitoren wie Idasanutlin (s. Abschnitt 8.2.5.1). Eine Studie, welche die Anwen-

dung von Venetoclax in Kombination mit Idasanutlin oder dem MEK Inhibitor Cobimetinib 

bei refraktärer AML bei Erwachsenen untersucht, weist auf eine verbesserte Effektivität 

im Vergleich zur Monotherapie hin.131 Eine erste Studie zur Verträglichkeit und Wirksam-

keit von Venetoclax in Kombination mit Idasanutlin bei refraktären Leukämien und ande-

ren soliden Tumoren untersuchen läuft aktuell (ClinicalTrials.gov, NCT04029688). 

8.2.6.2 TGF-ß 

Proteine der TGF-ß-Familie sind Cytokine mit multiplen Funktionen, insbesondere in der 

Tumorsuppression. In der MPAL sind 3 Gene der Familie von Veränderungen betroffen: 

TGF-ß-Rezeptor 1 (TGFBR1) sowie die Mediatoren SMAD3 und SMAD4 zeigen eine 

verminderte Expression. Das kann zu einer relevanten Reduktion der Aktivität dieses Sig-

nalweges führen: Der nach Bindung von TGFB durch Autophoshorylierung aktivierte 

TGFBR1 phosphoryliert SMAD2 und 3, welche in der Folge mit SMAD4 oligomerisieren 

und in dieser Form als Transkriptionsregulator fungieren.132 

Die Phosphorylierung von SMAD2 und 3 wird auch durch Aktivin gefördert. Mit dem 

FSTL3 (follistatin-like 3)-Gen ist ein Aktivin-Antagonist in der MPAL amplifiziert. FSTL3 

ist z.B. in Mammakarzinomen überexprimiert und Hemmung führt zum Wachstums-

stop.133 Zur Rolle in einer potenziellen Leukämogenese gibt es keine Studien, es ist je-

doch als Translokationspartner bei hämatologischen Malignomen nachgewiesen be-

schrieben.134 

Eine Aktivierung des TGF-ß-Signalweges führt in frühen Tumorstadien über ERK-Feed-

back-Hemmung zu einem Wachstumsstopp. So kann die Reduktion der tumorsuppressi-

ven Funktion des TGF-ß-Signalwegs ein weiterer Baustein für die Aggressivität der Er-

krankung sein. Ein alleiniger SMAD-Verlust ist unzureichend für die Initiation einer Leu-

kämie, in soliden Tumoren führt eine Kombination aus RAS-Mutation mit SMAD4-Defizi-

enz zur einer raschen Progression der Erkrankung, während beide Mutationen allein dies 

nicht bewirkten.135,136 
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TRAF4 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 4) ist ein TGF-ß-Stimulans, 

Überexpression, wie auch für die MPAL nachgewiesen, ist für einige solide Tumoren 

nachgewiesen und führt dort zu Proliferation und Metastasierung.137 

Paradoxerweise zeigen Studien verschiedenster Malignome, dass in fortgeschrittenen 

Tumorstadien keine TGF-ß-Spiegel-abhängige Suppression mehr zu beobachten und 

ERK dauerhaft aktiviert ist. Welche Mechanismen dazu führen, ist noch nicht abschlie-

ßend geklärt. Jedoch wurde nachgewiesen, dass TGFBR1 auch eine Tyrosinkinaseakti-

vität aufweist und so über GRB2- und SOS-Interaktion den RAS-Signalweg aktivieren 

kann. TGFBR1 hat damit Einfluss auf die ERK-Phosphorylierung, während wiederum 

ERK und andere MAPK auch die SMAD-abhängigen Signalwege über Phosphorylierung 

von SMAD 2 und 3 regulieren können.132 

In diesem Zusammenhang erscheint jedoch ein Therapieansatz über TGF-ß-gerichtete 

Therapie in der MPAL nicht primär zielführend, da aufgrund der anderen Veränderungen 

von einer überproportionalen ERK-Aktivierung auszugehen ist, die unabhängig vom TGF-

ß-Signalweg besteht. 

8.2.6.3 RAC1 

RAC1 kodiert für eine GTPase der Rho-GTPase-Familie (small GTP-binding protein) und 

ist in der MPAL überexprimiert. Diese GTPasen katalysieren den Wechsel zwischen in-

aktiver GDP-gebundener und aktiver GTP-gebundener Form. Eine Überexpression von 

RAC1 und RAC2 wird häufig in Leukämien gesehen, beide führen zu verstärktem Wachs-

tum und Überleben der Blasten durch Apoptosehemmung.138 

Ein weiterer wichtiger Pathomechanismus der RAC1-Überexpression betrifft eine verän-

derte Interaktion der Blasten mit ihrer Umgebung: RAC1-Überexpression erleichtert die 

Niederlassung CD34-positiver myleoischer Leukämiezellen im Knochenmark. Hierdurch 

befinden sich mehr Blasten im G0-Ruhezustand, was zu einem verminderten Ansprechen 

von Chemotherapie führt.139 

Ein Knockdown von RAC1 kann diese Mechanismen deutlich verringern und so auf Che-

motherapie sensibilisieren.140 In präklinischen Studien führen RAC1-Inhibitoren zur 

Apoptoseinduktion in Leukämiezellen ohne Affektion normaler mononuklarer Zellen des 

Knochenmarks.138 Allerdings kann eine RAC1-Inhibition auch zu Resistenz gegen To-

poisomerase II-Hemmer wie Doxorubicin führen. Es wird angenommen, dass RAC1 für 

die Induktion der DNA-Schadensantwort benötigt wird.141 
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8.2.6.4 STAT4 

Der in der MPAL unterexprimierte Tumorsuppressor STAT4 (signal transducer and acti-

vator of transcription 4) ist wichtiger Mediator des JAK-STAT-Signalweges. In hämatolo-

gischen Malignomen kann STAT4-Aktivierung die B-Zell-Apoptose induzieren.142 

 Weitere potenziell leukämierelevante Gene 

8.2.7.1 ETV6 

ETV6 ist primär als Translokationspartner von RUNX1 in der häufigsten Translokation bei 

präB-ALL des Kindesalters bekannt. In der MPAL liegt eine solche Translokation nicht 

vor, aber ETV6 ist heterozygot deletiert (somit nicht exprimiert). Es wird vermutet, dass 

ETV6 als Tumorsuppressor fungiert und die fehlende Expression ausschlaggebend für 

die Tumorinitiation ist. Auch Keimbahndeletionen prädisponieren zur Entwicklung famili-

ärer ALL.143 

8.2.7.2 CDC42 

Das CDC42-Gen (cell division control protein 42 homolog), welches die Zellpolarität und 

Teilungssymetrie reguliert, zeigt in der MPAL eine signifikant erhöhte Expression. Eine 

Studie an AML-Zelllinien zeigte, dass hohe Expressionsniveaus an der Transformation 

von hämatopoetischen Progenitorzellen zu AML beteiligt sind. Die Suppression von 

CDC42 führt zu einer deutliche Zunahme der Differenzierung und Reduktion der Progres-

sion.144 

8.2.7.3 MGST1 

Das MGST1-Gen, welches die mikrosomale Glutathion-S Transferase kodiert, ist sowohl 

in der Ersterkrankung wie auch im Rezidiv deletiert und weist in der MPAL eine sehr 

niedrige Expression auf. Für solide Tumoren, wie Lungenkarzinome, wird sie zwar als 

Onkogen beschrieben145, in dem Kontext der MPAL ist jedoch ihre essenzielle Funktion 

in der Hämatopoese wichtiger: MGST1 wird in hämatopoetischen Stamm- und Vorläufer-

zellen in Mäusen hoch exprimiert. Ein MGST1-Knockdown führt zu einer deutlichen Re-

duzierung der Blutzelldifferenzierung.146 So kann die Deletion von MGST1 möglicher-

weise im Zusammenhang mit der mangelnden Differenzierung der MPAL stehen. 

8.2.7.4 Sequenzierte Kandidatengene 

In den CNA-Untersuchungen wurden Kandidatengene mit aberranter Kopienzahl auf-

grund ihrer möglichen Tumorassoziation benannt (s. Abbildung 8), die Sequenzierung 

ergab keine relevanten Mutationen. Einige dieser Gene wurden schon zuvor in Hinblick 
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auf ihre Beteiligung in der Leukämogenese diskutiert, während die Funktion anderer we-

niger relevant erscheint: 

Für das heterozygot deletierte Tumorsuppressorgen APC2 (adenomatosis polyposis coli 

2) liegen keine Literaturdaten im Zusammenhang mit einer möglichen Leukämogenese 

vor. 

Der Tumorsuppressor RERG (RAS-like estrogen-regulated, growth inhibitor) unterliegt 

einer östrogenabhängigen Regulation und seine Relevanz wurde bisher nur für hormon-

abhängige Tumoren belegt.147 

Das SHC2 (Src homology 2 domain containing transforming protein 2)-Gen wurde primär 

ausgewählt, da es CD95-vermittelt aktivierend auf den MAPK- und den PI3K- Signalweg 

wirken kann.148 Es liegt für SHC2 keine aberannte Expression in der MPAL vor. 

Der Verlust der Serin-Threonin-Kinase STK11 ist mit einer leukämischen Progression 

myeloproliferativer Erkrankungen assoziiert.149 Das amplifizierte Gen weist keine inakti-

vierenden Mutationen auf. 

In diversen Tumoren wurde das onkogene Potenzial von YES1 (Yamaguchi sarcoma viral 

oncogene homolog 1) belegt und seine Hochregulation als Resistenzmechanismus 

gegen eine IFGR1-Blockade gezeigt.150,151 Jedoch scheint die Amplifikation in der MPAL 

keine relevante driver-Funktion zu haben, bereits initial zeigte sich keine Hochregulation 

und im Rezidiv kam es zur Deletion des vormals amplifizierten Gens. 

8.3 Chromosomale Instabilität 

In den zytogenetischen Analysen mittels konventioneller Chrosomomenanalyse und 

FISH einschließlich SKY wurden komplexe Chromosomenaberrationen in den Leukämie-

blasten nachgewiesen. Diese zeigten sich im Krankheitsverlauf immer stärker ausgeprägt 

und weisen so auf eine hohe chromosomale Instabilität (CIN) hin. Die Integrität des Ge-

noms ist essenziell für ein kontrolliertes Zellwachstum und -überleben. Ein instabiles Ge-

nom ist Merkmal der meisten Neoplasien und gehört zu den sogenannten hallmarks of 

cancer.152 

Normale Zellen besitzen eine Vielzahl von Mechanismen, die ihr Genom vor Schädigung 

schützen. DNA-Mutationen können sowohl durch endogene intrazelluläre Prozesse, wie 

z.B. Replikationsfehler oder Methylierung von Basen entstehen, als auch durch exogene 

Noxen, wie UV-Strahlung, ionisierende Strahlung und DNA-Interkalantien. Daraus resul-

tieren Basendefekte oder -fehlpaarungen, aber auch Strangbrüche mit der Bildung von 
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Einzelstrang-DNA (single-stranded DNA, ssDNA) und Doppelstrangbrüchen (DSB). Ba-

sendefekte werden durch Kontrollmechanismen der Replikation wie mismatch-, Nukleo-

tidexzisions- und Basenexzisions-Reparatur repariert, Insuffizienz dieser Mechanismen 

führt zu Punktmutationen, Leserasterverschiebungen und Mikrosatelliteninstabilität. Da-

gegen kann die Akkumulation von DSB zu einer exzessiven CIN mit großen chromoso-

malen Rearrangements, wie auch für die MPAL gezeigt, führen.153 

Bei der Patientin waren weder eine Mutagen-Exposition noch ein Instabilitätssyndrom 

bekannt, so dass der Einfluss exogener Noxen in der Betrachtung vernachlässigt wurde. 

Daher sollen im Folgenden nun mögliche Ursachen der genetischen Instabilität diskutiert 

und mögliche Mechanismen der klonalen Evolution im Krankheitsverlauf dargestellt wer-

den. 

 TCF3-ZNF384-Fusion 

Um einen ersten Anhalt für eine mögliche Ursache der chromosomalen Aberrationen zu 

gewinnen, wurden zunächst die Ergebnisse der Bruchpunktanalyse mit Literaturdaten 

abgeglichen. Auf den Chromosomen sind spezifische Regionen, sogenannte common 

fragile sites (CFSs) bekannt, welche unter Replikationsstress eine erhöhte Bruchrate auf-

weisen, während sie sich unter normalen Zellkulturbedingungen als stabil erweisen. 

CFSs sind in allen menschlichen Genomen nachweisbar und weisen keine strukturellen 

Aberrationen auf. Sie sind sowohl in Frequenz wie auch in der Verteilung der induzierten 

Brüche gewebespezifisch.154 

Der Abgleich der Bruchpunkte mit der Datenbank menschlicher CFS (HumCFS155) ergibt, 
dass lediglich der Bruchpunkt im TCF3 in der rare fragile site FRA19B liegt. Möglicher-

weise wurde die Translokation t(12;19) hierdurch begünstigt. 

Auch wenn für einzelne MPAL ein komplexer Karyotyp beschrieben ist (s. Abschnitt 

5.1.3), scheint die TCF3-ZNF384-Translokation nicht primär zu einer ausgeprägten In-

stabilität zu prädisponieren. Die Gruppe der ZNF384r+-B/M-MPAL zeigt im whole exome 

sequencing keine signifikant erhöhte CNA-Anzahl. Die in der St.Judes-Studie untersuch-

ten MPAL weisen zwar in einigen der Fälle numerische Aberrationen (in Chr. 4, 6, 13, 14 

und X) auf, jedoch zeigt die Aufschlüsselung nach tumorrelevanten Genen kaum Zuge-

winne. Eine Amplifikation, wie in dieser Promotionsarbeit für KRAS nachgewiesen, wurde 

nicht beschrieben, die beschriebenen Mutationen waren ausschließlich missense Muta-

tionen.48 
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Möglicherweise liegt jedoch eine Assoziation mit weiteren Mutationen vor, die eine CIN 

verursachen können: Bei den B/M MPAL waren in 63% der Fälle Gene des RAS-Signal-

weg von Veränderungen betroffen.48 Auch eine weitere Studie vermutet ein vermehrtes 

Auftreten von aktivierenden Mutationen des RAS-Signalweges und Deletionen von 

CDKN2A/B bei ZNF384r+-BCP-ALL.32 

 RAS-Mutationen und genetische Instabilität 

Aktivierungen des RAS-Signalweges sind häufig mit der Entstehung einer CIN assoziiert. 

Diese tritt bereits früh in der Tumorgenese auf, wie für Kolonkarzinome mit CIN in >90% 

der Frühkarzinome belegt.156 Bereits 1994 wurde nachgewiesen, dass durch eine HRAS-

Induktion Fibroblasten mit zusätzlicher TP53-Mutation innerhalb eines Zyklus große chro-

mosomale Aberrationen mit azentrischen, multizentrischen und double minute Chromo-

somen entwickeln können. In dieser Analyse wurde zudem gezeigt, dass die Entstehung 

der CIN durch silencing von HRAS mittels shRNA oder MEK-Inhibition verhindert werden 

kann.157 

Weitere Studien verifizierten, dass der RAS-Signalweg an der Mitose beteiligt ist: Die 
Hochregulation von ERK führt zu einer veränderten Mikrotubulidynamik und Spindelun-

terbrechung, die Zellen weisen eine verkürzte G2/M Phase auf.158 Möglicherweise lagern 

sich sowohl aktiviertes MEK1/2 wie auch ERK1/2 an Centrosomen und Spindelapparat 

an.152 MEKi verzögert zwar die G2/M-Progression, hat jedoch keinen Einfluss auf die Re-

gulation der Mitosespindel-Checkpunkte.159 Die Mikrotubuliregulation erfolgt u.a. auch 

über das in der MPAL überexprimierte CDC42 (s. Abschnitt 8.2.7.2).158 

Untersuchungen mit RNAi-Screens haben ergeben, dass Zellen als Folge von konstitutiv 

aktivem KRAS mitotischem Stress zeigen und hypersensitiv auf Inhibition bestimmter mi-

totischer „Schlüssel-Proteine“ wie PLK1 und das Proteasom reagieren. Solche Inhibitio-

nen können den Mitose-Stress verschärfen, um selektiv RAS-mutierte Krebszellen zu tö-

ten. Ein Therapieansatz mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib - wie inzwischen im 

aktuellen Therapieprotokoll AIEOP-BFM ALL 201720 für ALL im Kindesalter eingesetzt – 

scheint insbesondere für Leukämien mit RAS-Aktivierung sinnvoll.160 

Neben einer dysregulierten Mitose ist auch eine behinderte Replikation sowie inadäquate 

DNA damage response (DDR) als Ursache der Strangbrüche zu sehen: So führt die 

Wachstumsstimulation durch RAS-Aktivierung zu replikativem Stress. 

Versuche an gesunden Thyroidzellen zeigen, dass die experimentell induzierte Überex-

pression von aktiviertem HRAS (nach Transfer von mutiertem HRAS durch Adenovirus-
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Infektion) einen genotoxischen Stress mit nachfolgender DDR induziert. So reagieren die 

Thyroidzellen mit Akkumulation von DSB und Induktion von γH2AX, einem Marker von 

DSB, sowie vermehrter ATM- und ATR-Aktivierung mittels CHK1-Phosphorylierung. Die 

ATM- und ATR-Kinasen sind zentrale Mediatoren der DDR und regulieren beispielsweise 

den Zellzyklus. In den meisten Thyroidzellen führt die Expression des aktivierten HRAS 

so zum Arrest in der G1-Phase und zur Apoptose, jedoch induziert es in einer großen 

Subpopulation von Zellen auch die Umgehung der Apoptose. Diese Zellen zeigen in der 

Folge Zeichen einer malignen Transformation (Dedifferenzierung, Spindelform, Verlust 

der Zellkontakte) und CIN. Auch zeigen sie eine veränderte Schadensantwort, so erfolgt 

zwar eine unveränderte ATR-Aktivierung, jedoch wird TP53 nicht mehr vollständig akti-

viert und Doppelstrangbrüche werden durch γH2AX nicht markiert.161 

Die MPAL weist eine relevante Unterexpression von ATR auf, was in dem Kontext von 

RAS-induziertem replikativem Stress die genetische Instabilität verstärken könnte bzw. 

Leukämiezellen selektieren könnte. 

Nicht nur der replikative Stress kann zu Strangbrüchen führen: Die Induktion des Ras-

Signalweges führt in Fibroblasten zur Proliferation mit Anstieg der intrazellulären und teil-

weise auch mitochondrialen ROS (reactive oxygen species), welche direkt zu DSB führen 

können. Dieser ROS-Anstieg induziert normalerweise die Seneszenz mit Anstieg der se-

nescence-associated andogeneous ß-galactosidase-Aktivität und führt zum Wachstums-

stopp. Ein noch deutlicher gesteigertes Wachstum ist in den Fibroblasten mit zusätzlicher 

RAC1-Überexpression zu beobachten. Diese weisen dennoch weniger ß-Galactosidase-

Aktivität auf und sind vor Seneszenz-induzierter Apoptose geschützt.162 Auch in der 

MPAL weist RAC1 eine Überexpression auf und kann so antiapoptotisch wirken. 

Ein Ansatzpunkt dieser Peroxid-Bildung und DNA-Schädigung entgegenzuwirken, ist die 

COX2-Hemmung. In Lungenkarzinomen wurde ein signifikanter Zusammenhang zwi-

schen der KRAS- und COX2-Aktivität mit erhöhten Prostanglandin E-Spiegeln beschrie-

ben. COX2-Inhibition führte dabei sowohl zu signifikant reduzierten Peroxid-Spiegeln wie 

auch zu verminderten DSB.163 Auch für akute Leukämien wurde eine antitumorale Wir-

kung des COX2-Inhibitors Celecoxib in vitro nachgewiesen.164 

Wahrscheinlich liegt die Ursache der CIN nicht nur in der vermehrten Entstehung von 

DSB, sondern auch der KRAS-induzierten aberranten Reparatur dieser. So erfolgt die 

Reparatur von DSB üblicherweise über zwei verschiedene DNA-Reparaturmechanis-

men: Homologe Rekombination (HR) und nonhomologous end joining (NHEJ). HR ist 
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dabei akkurater und verwendet den Schwesterstrang als Template, sie findet nur in der 

S/G2-Phase statt. Eine Reparatur von Strangbrüchen vor DNA-Replikation findet wiede-

rum ausschließlich über NHEJ statt, welcher in den klassischen (cNHEJ) und alternativen 

NHEJ (altNHEJ) unterteilt wird.165 Für aktivierende mutKRAS wurde im Modell akuter T-

Zell-Leukämien eine Verschiebung zum altNHEJ mit erhöhter Expression der relevanten 

Gene LIG3, PARP1 und XRCC1 wie auch Erhöhung derer Proteinspiegel beobachtet. 

altNHEJ führt zu verspäteter Reparationskinetik und bevorzugter Nutzung von Mikroho-

mologien mit erhöhter Falschreparatur der DSB. So konnte nach Bestrahlung eine ver-

zögerte DSB-Reparatur für die mutKRAS-Zellen nachgewiesen werden. Die Abhängig-

keit der mutKRAS-Zellen vom altNHEJ zeigt sich auch im Therapieansprechen auf ge-

notoxische Therapeutika: mutKRAS-Zellen sind u.a. resistent gegen Daunorubicin. 

Knockdown von LIG3 und PARP1 stellt die Therapiesensibilität wieder her. Auch MEKi-

Behandlung führt zu einer deutlichen Suppression des altNHEJ in mutKRAS-Zellen.165 

Möglicherweise ist die Hochregulation des altNHEJ eine wichtige Basis der genetischen 
Instabilität mutKRAS-Zellen. Es stellt sich die Frage, ob die ampKRAS solche Verände-

rungen auch aufweisen, da in wtKRAS -Zellen keine Änderung gezeigt wurde. Die Gen-

expressionsdaten zeigen für die MPAL zumindest keine signifikant aberrante Expression 

der Gene sowohl des cNHEJ als auch des altNHEJ, eine mögliche Aktivierung der Pro-

teine kann mit den erfolgten Untersuchungen jedoch nicht ausgeschlossen werden. Zu-

mindest wurde eine Überexpression von MSH6 für die MPAL nachgewiesen, welches 

neben seiner Funktion in der mismatch-Reparatur die DSB-Reparatur über den NHEJ in 

Assoziation mit Ku70 hochregelt.166 

Insgesamt muss man in der Zusammenschau davon ausgehen, dass die primäre Rolle 

von KRAS-Mutationen in der Onkogenese die eines Mutator-Phänotyps und die chromo-

somale Instabilität Zeichen der KRAS-induzierten Transformation ist.159 In der Regel 

scheinen weitere Mutationen notwendig zur Malignomentstehung zu sein und es entsteht 

ein Selektionsdruck zum Erwerb von driver Mutationen: Zellen mit auf Onkogenaktivitäten 

beruhenden DNA-Schäden können in einem oncogene-induced senescence (OIS) ge-

nannten Prozess irresversibel in den Zellzyklus-Arrest geführt werden. OIS kann jedoch 

z.B. durch das Fehlen (oder Inaktivierung) von DNA-Zellzyklus checkpoint-Genen wie 

TP53 und p19 umgangen werden.72 
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 TP53-Mutationen, -Deletionen und chromosomale Instabilität 

Gerade dieser Zusammenhang mit Veränderungen des p53-Signalweges erscheint für 

die vorliegende MPAL umso relevanter, da wie bereits in Abschnitt 8.2.5.1 ausgeführt, 

eine Dysregulation des p53-Signalweges in der MPAL vorliegt. 

Studien belegen die synergistische Wirkung von TP53-Mutationen und mutKRAS in Be-

zug auf CIN: Duktale Pankreasadenokarzinome (PDAC) weisen in >90% mutKRAS und 

inaktivierende CDKN2A-Mutationen auf. Etwas seltener treten TP53-Mutationen (75%) 

und SMAD4-Deletionen (55%) auf. PDAC weisen dabei typischerweise eine hohe Meta-

stasierungsrate mit hoher genetischer Instabilität mit Amplifikationen, Deletionen und 

Translokationen auf.167 Damit zeigen PDAC deutliche Ähnlichkeiten zu den beobachteten 

Veränderungen in der MPAL, besonders wenn angenommen wird, dass P53-Inaktivie-

rung durch MDM2 ähnliche Effekte hat wie inaktivierende TP53-Mutationen. 

mutKRAS führen primär zu präinvasiven Pankreasneoplasien, nur ein Teil davon entwi-

ckelt sich spontan zu aggressiven Karzinomen. Es spricht vieles dafür, dass dieser zweite 

Schritt durch TP53-Mutation oder -Deletion initiiert wird. In Versuchen entwickelten trans-

gene Mäuse mit mutKRAS und TP53-Deletion bzw. Mutation verschiedene Malignome in 

verschiedensten Stadien. Die präinvasiven Neoplasien wiesen dabei alle weiterhin Wild-

typallele von TP53 auf, während die metastasierten und aggressiven PDAC alle einen 

Verlust des Wildtyp-TP53 durch LOH oder Mutation aufwiesen.167 

Nicht nur in der Funktion als second hit, sondern auch für TP53-Inaktivierung allein be-

steht ein Zusammenhang mit Entwicklung einer CIN. So scheint bei TP53-Deletion eine 

Amplifikation von Centrosomen aufzutreten, was zu defekter Mitose, chromosomaler 

Missegregation, Aneuploidie und meist zum Zelltod führt. Auch die PDAC-Zelllinien in der 

Studie von Hingorani et al. wiesen eine deutlich erhöhte Zahl an Centrosomen auf.167 

Man geht davon aus, dass TP53-Verlust zur Deregulation des Centrosom-Duplikations-

zyklus führt. Sowohl die Initiation wie die Suppression der Reduplikation unterliegen der 

direkten Kontrolle durch TP53. MDM2-Hochregulierung, wie in der MPAL nachgewiesen, 

beschleunigt diese Hyperamplifikation.168 Jedoch wurde in einer weiteren Studie gezeigt, 

dass auch bei intaktem TP53 (wie für die MPAL nachträglich mittels NGS-Auswertung 

belegt), ein gleicher Effekt der Centrosomen-Hyperamplifikation allein durch MDM2-

Überexpression erreicht wird.169 

Centrosomale Amplifikationen (CA) wurden in verschiedenen Krebsarten nachgewiesen 

und sind meist klinisch mit high-grade Tumoren und schlechter Prognose sowie mit CIN 
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assoziiert. In Multiplen Myelomen ist die Anzahl der CA in der Blastenkrise im Vergleich 

zur chronischen Phase deutlich erhöht, so dass aktuelle Studien untersuchen, ob CA als 

prognostische Marker verwendet werden können.170 

 Breakage-fusion-bridge Zyklus 

Als weiteres Zeichen der CIN wiesen die PDAC-Zellen in der Studie von Hingorani et al. 

auch Anaphase-Brücken auf. Diese Chromatinbrücken entstehen bei der Zellteilung 

durch die Anordnung multizentrischer Chromosomen zwischen den Spindelpolen. Hier-

bei kommt es zur Trennung di- oder multizentrischer Chromosomen mit der Bildung neuer 

nonreziproker Translokationen.167 

Dieser Zyklus wird als breakage-fusion-bridge cycle (BFBC) beschrieben. Dieser beginnt 

typischerweise mit dem Verlust von Telomeren und der Bildung dizentrischer Chromoso-

men mit den Schwesterchromatiden während der Replikation. Diese werden dann in der 

Anaphase meist mit azentrischen Bruchstellen getrennt. Hierdurch kommt es in der Folge 

zu Zellen mit Deletion wie auch Amplifikation. Durch mehrfache Zyklen können so kom-

plexe Chromosomenaberrationen entstehen. Der BFBC und die Telomerdysfunktion wer-

den als relevant für die Entstehung von Aberrationen in Malignomen angesehen.171 

Abbildung 42: Translokation t(12;19) und breakage-fusion-bridge Zyklus 

Links: primäre Translokation t(12;19) mit Bruchpunkt in rare fragile site FRA19B 
Rechts: hypothetische Entstehung der ersten Aberrationen durch BFBC: Fraglicher Verlust der Telomerregionen 
oder Entstehung Bruchstellen durch DSB, Bildung von Anaphasebrücken zwischen den Schwesterchromatiden 
und Trennung durch den Spindelapparat, zuletzt Entstehung von Tochterzellen mit verschiedenen derivativen Chro-
mosomen 
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Interessanterweise zeigten FISH Analysen in den PDAC-Zellen intakte Telomerregionen, 

insbesondere ließen sich an den Bruchpunkten auch Telomersequenzen finden. Das 

heißt, hier scheint es zu BFBC-vergleichbaren Umlagerungen ohne initialen Telomerver-

lust gekommen zu sein.167 Eine solche FISH-Analyse ist für die MPAL nicht erfolgt. Dies 

wäre eine interessante zusätzliche Untersuchung, da die zytogenetischen Analysen für 

eine Entstehung per BFBC sprechen. 

Wie die beobachteten Chromo-

somenveränderungen per BFBC 

hypothetisch entstanden sein 

können, ist in Abbildung 42 dar-

gestellt. Wahrscheinlich ist pri-

mär die reziproke Translokation 

t(12;19) - mit Bruchpunkt auf 

Chromosom 19 in FRA19B, je-

doch unklarer Genese des 

Bruchpunkts auf Chromosom 12 

- erfolgt. In der Folge können die 

Zellen dem BFBC durchlaufen 

haben. Unklar bleibt, wodurch die 

primäre Bildung ungeschützter 

DNA-Enden erfolgt ist: Sowohl 

Telomerdysfunktion wie auch 

(KRAS-induzierte?) DSB kom-

men hierfür in Frage. Die unge-

schützten Chromatiden bilden 

Anaphasebrücken aus und wer-

den durch den Spindelapparat 

getrennt. 
 

Die Tochterzellen weisen je nach Bruchpunkt verschiedene derivative Chromosomen mit 

Duplikationen, Inversionen und Deletionen auf. Durch weitere Zyklen des BFBC können 

weitere Amplifikationen und komplexere Umlagerungen entstehen. Hierbei muss man 

von einer Selektion der Zellen ausgehen, die z.B. aufgrund des Zugewinns von driver-

Mutationen einen Überlebensvorteil aufweisen. 

Abbildung 43: Translokation nichthomologer Chromosomen 

Bildung eines dizentrischen Chromsoms dic(12;18) aus der(12) und 
der(18) mit Duplikationen und folgender mitotischer Teilung mit 
Bruch an verschiedenen Stellen, Bildung von Tochterzellen mit kom-
plexen Aberrationen. 
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Durch die Fusion nichthomologer Chromoso-

men mit ungeschützten Strangenden können 

ebenfalls dizentrische Chromosomen entste-

hen. So werden in TP53-defizienten und 

RAS-aktivierten Zellen gehäuft dizentrische 

oder azentrische Chromosomen gesehen.72 

Abbildung 43 zeigt dies für die MPAL am Bei-

spiel eines dizentrischen Chromosoms be-

stehend aus den derivativen Chromosomen 

12 und 18 aus der vorhergehenden Abbil-

dung. Nach Replikation können in der 

Schwesterchromatidteilung Interferenzen 

auftreten und das dizentrische Chromosom 

kann an verschiedenen Stellen brechen (hier 

beispielhaft für zwei Bruchpunkte gezeigt). 

Dieser Zyklus kann sich wiederholen und die 

Tochterzellen können damit komplexere Um-

lagerungen mit derivativen Chromosomen 

mit Material mehrerer Chromosomen auf-

weisen. In der Folge kommt es dann ver-

mehrt zu strukturellen und numerischen Ab-

errationen, da die Chromosomensegrega-

tion durch die aberranten Chromosomen gestört wird. Die Abbildung 44 zeigt beispielhaft 

eine solche Missegregation des dizentrischen Chromosoms dic(12;18). Durch die feh-

lende Trennung im Bereich der Zentromerregion des Chromosom 18 können die Tocht-

erzellen einen Verlust eines Chromosoms aufweisen, während die andere ein zusätzli-

ches derivatives Chromosom 18 erhält. Ein solcher Chromosom 18-Zugewinn wurde be-

reits in der Ersterkrankung der MPAL beschrieben. In der Folge wurden die Aberrationen 

immer komplexer, eine Darstellung der Entstehung der weiteren Umlagerungen erfolgt 

an dieser Stelle daher nicht. 

Zusammenfassend ist wahrscheinlich die KRAS-Aktivierung in Kombination mit den Fehl-
regulationen des Zellzyklus hauptverantwortlich für die genetische Instabilität, die ausge-

prägte im Krankheitsverlauf zunehmende intratumorale Heterogenität und die Entstehung 

weiterer escape-Mutationen. 

Abbildung 44: Missegregation mit Entstehung 
numerischer Aberrationen 

Gestörte Trennung der Schwesterchromatiden des 
dizentrischen Chromosoms durch fehlende Trennung 
des Chr.18-Zentromers. Die Tochterzellen weisen ei-
nen Verlust bzw. einen Zugewinn eines Chromsoms 
18 auf. 
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Die Analyse der Signalwegveränderungen ergab mehrere Ansatzpunkte einer möglichen 

medikamentösen Therapie gerade in diesen Signalwegen. In einer Frühphase einer Er-

krankung mit vergleichbaren Merkmalen, könnten diese auch Einfluss auf die Entstehung 

chromosomaler Instabilität nehmen. 

8.4 Zusammenfassung der relevanten Gene und möglicher medika-

mentöser Ansatzpunkte 

Zusammenfassend ergeben die obigen Ergebnisse in Zusammenschau mit der Identifi-

kation potenzieller driver-Mutationen verschiedene Optionen der targeted therapy. In Ab-

bildung 45 sind die in den vorherigen Abschnitten diskutierten relevanten Genverände-

rungen in der MPAL sowohl durch Kopienzahländerung als auch durch aberrante Expres-

sion in den KEGG Pathways in cancer zusammengefasst. Ebenfalls dargestellt sind die 

möglichen 
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Abbildung 45: KEGG Pathways in cancer – potenzielle driver Gene in der MPAL und Ansatzpunkte für eine 
personifizierte Therapie 

Darstellung aller zuvor in der Diskussion aufgeführten potenziellen driver Gene und ihre Aberrationen (Füllung 
entspricht der relativen Genexpression MPAL/HSC: grün: Überexpression, rot: Unterexpression, Umrandung ent-
spricht CNA: grün: Zugewinn in Ersterkrankung, rot: Verlust in Ersterkrankung, gelb: Zugewinn in Erstrezidiv) 
Mögliche Angriffpunkte von Medikamenten (blaue Pfeile) zur targeted therapy (Pfeile mit * zeigen verschiedene 
Angriffspunkte des Multi-Kinase-Inhibitors Sorafenib), bei mehreren verfügbaren Wirkstoffen einer Wirkstoffklasse 
wird jeweils ein Wirkstoff exemplarisch erwähnt 

Die Verwendung der KEGG Pathways in cancer erfolgt mit freundlicher Genehmigung Kanehisa Laboratories35–37 
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therapeutischen Ansatzpunkte der zuvor genannten Medikamente, die in verschiedenen 

Kombinationen auf ihre antileukämische Wirkung in der MPAL getestet werden können.  

Zum Zeitpunkt der Behandlung des Erstrezidivs bot Sorafenib (Nexavarâ, Bayer) als zu-

gelassenes Medikament eine gute Therapieoption auf Basis der bis dahin gewonnen Er-

kenntnisse. Hierbei ist insbesondere die Hemmung des RAS-Signalweges durch Inhibi-

tion der RAF-Kinasen hervorzuheben (s. Abbildung 45). Die Wirksamkeit dieses Medika-

ments konnte im Verlauf aufgrund der Therapiekombination mit anderen Medikamenten 

und fehlendem Hinweis auf einen selektiven Einfluss nicht sicher beurteilt werden, zur 

Überprüfung der Wirksamkeit durch Untersuchungen könnten weitere Analysen an den 

MPAL-Zellen in vitro oder im Mausmodell erfolgen. 

Inzwischen liegen mit den MEK-Inhibitoren, insbesondere mit dem zur Verwendung bei 

Kindern zugelassenen Selumetinib (Koselugoâ, AstraZeneca), verschiedene zugelas-

sene Präparate vor, deren Inhibition des MAPK-Signalweges eine potenzielle Wirkung in 

der MPAL nahelegt. Die Wirksamkeit einer Monotherapie mit MEKi sollte getestet wer-

den, aber die Kombination mit anderen Therapeutika (wie in Abschnitt 8.2.4.2 diskutiert) 

kann das Ansprechen verbessern und Resistenzbildung vorbeugen: 

Der SOS1-Inhibitor BI 1701963 (Boehringer Ingelheim), Nachfolger von BI-3406, wird 

aktuell in klinischen Studien u.a. in Kombination mit dem MEKi Trametinib (Mekinistâ, 

Novartis) getprüft.172 Mehrere SHP2-Inhibitoren, wie TNO155 (Novartis) und RMC-4630 

(Sanofi) befinden sich u.a. in Kombination mit dem MEKi Cobimetinib (Cotellicâ, Ro-

che)105 in der klinischen Prüfung. Außerdem kann die MEK-Inhibition durch den Einsatz 

der konventionellen Therapeutika MTX und Dexamethason unterstützt werden. 

Ergänzend kann eine Testung des ERK-Inhibitors Ulixertinib (BioMed Valley Dis-

coveries), der zuletzt eine erweiterte Zulassung zum compassionate use erhalten hat 

(ClinicalTrials.gov, NCT04566393), erfolgen. Auch wenn mit Alpelisib (Piqrayâ, Novar-

tis) ein erster Pi3K-Inhibitor zugelassen wurde, scheint dieser Ansatz in Anbetracht des 

Wirkungs-Toxizitäts-Verhältnisses (s. Abschnitt 8.2.4.4) nicht primär sinnvoll. 

Neben der Inhibition des MAPK-Signalweges scheint die Testung des BCL2-Inhibitors 

Venetoclax (Venclyxtoâ, AbbVie) vielversprechend, insbesondere da sich im Rezidiv die 

Selektion von Zellen mit BCL2-Amplifikation gezeigt hat. Die BCL2-Inhibitionstherapie 

kann neben der Kombination mit hypomethylierenden Agenzien wie 5-Azycytidin oder 

Decitabine auch mit MEK- und MDM2-Inhibitoren ergänzt werden.Gerade der kombi-
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nierte Einsatz eines MDM2-Inhibitor erscheint in der hier untersuchten MPAL aussichts-

reich: Sowohl die zahlreichen Veränderungen der Zellzyklus-Kontrollmechanismen, ins-

besondere die Dysregulation des p53-Signalweges durch CDKN2A/B-Deletion uns 

MDM2-Überexpression (s. Abschnitt 8.2.5.1), wie auch der wahrscheinliche Zusammen-

hangs mit der ausgeprägten chromosomalen Instabilität (s. Abschnitt 8.3.3) weisen auf 

eine potenzielle Wirksamkeit des in klinischen Studien getesteten MDM2-Inhibtors 

Idasanutlin (Roche) hin. 

Des Weiteren sollten die MPAL-Zellen auf ein Ansprechen des Proteasom-Inhibitors Bor-
tezomib untersucht werden. 

Zur Vermeidung der Bildung KRAS-induzierter ROS kann eine Testung des COX2-Hem-

mers Celecoxib erfolgen, dessen klinische Anwendungssicherheit bei Malignomen des 

Kindesalters bereits belegt wurde.22 Der additive Einsatz von Celecoxib kann synergis-

tisch die Wirkung diverser Chemotherapeutika verstärken. Insbesondere in Hinblick zur 

Hemmung einer Prostglandin E-induzierten BCL2-Hochregulation erscheint die Kombi-

nation mit Venetoclax sinnvoll.173 

Zudem kann in dieser Kombination wie auch als Monotherapie der RAC1-Inhibitor 

ZINC69391, welcher in präklinischen Studien antileukämische Wirkung zeigte, in vitro 

getestet werden.95 

8.5 Möglichkeiten und Einschränkungen der Analytik 

 Zytogenetische Analysen 

Der Ablauf der Analysen zeigt eindrücklich, dass mittels der standardisierten Diagnostik 

das Ausmaß der komplexen Chromosomenaberrationen zunächst nicht vollständig er-

fasst werden konnte. So wurde z.B. die Involvierung des Chromosoms 19 in die Translo-

kationen erst durch die WCP-Färbungen erkannt, durch die daraufhin initiierten weiteren 

Analysen konnten die weiteren Umlagerungen beschrieben werden. 

Insbesondere die KRAS-Beteiligung, die wie oben diskutiert eine relevante Rolle in der 

Leukämogenese zu haben scheint, wäre im Rahmen der initialen Zytogenetik durch die 

Studienlabore nicht aufgefallen, da Leukämien nicht regulär auf das Vorliegen von KRAS-

Veränderungen analysiert werden. In Anbetracht dessen, dass die vorliegende Promoti-

onsarbeit die erste Beschreibung von Wildtyp-Amplifikationen von KRAS in Leukämien 

darstellt, stellt sich die Frage, ob solche Amplifikationen doch häufiger auftreten. So sollte 
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zumindest nach Ausschluss einer Beteiligung von C-MYC, MLL und ABL und beim Vor-

liegen von homogeneously staining regions und double minutes Chromosomen an eine 

KRAS-Diagnostik gedacht werden. 

Limitierende Faktoren der FISH-Analytik waren häufig die Begrenzung der Probenmenge 

mit der Notwendigkeit der gezielten Sondenvorauswahl und die begrenzte Anzahl an Me-

taphasen in der Metaphase-FISH. So konnte mittels automatisierter Interphase-FISH mit 

deutlich höherer Zellanzahl für den in der Metaphase-FISH homozygot deletiert er-

scheindenen CDKN2A-Lokus ein paralleles Vorliegen von heterozygoter und homozygo-

ter Deletion nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten durch ergänzende SKY-Diag-

nostik weitere Veränderungen, wie die im Rezidiv die vorher unbekannte chromosomale 

Translokation t(5;6), nachgewiesen werden. 

Zusammenfassend muss zu den durchgeführten Analysen gesagt werden, dass diese 

einerseits sehr umfassend waren und so der grobe Verlauf der klonalen Entwicklung über 

die Erkrankungsstadien skizziert werden konnte, andererseits auch weiterhin Fragen of-

fen bleiben, die für die genauere Klärung der Instabilitätsmechanismen interessant wä-

ren. 

 Einsatz von WGA-Produkt als Template 

Bei unzureichenden Probenmengen im Rahmen der geplanten Analytik wurde ein Teil 

der Untersuchungen (konventionelle PCR mit anschließender Sequenzierung, long-dis-

tance PCR und quantitative PCR) mit dem Produkt einer Whole Genome Amplification 

als Template durchgeführt. Prinzipiell konnte so die für die Analysen zur Verfügung ste-

hende DNA-Menge erfolgreich erhöht werden, jedoch zeigten die Ergebnisse Einschrän-

kungen der Anwendbarkeit: 

In der konventionellen Sequenzierung zeigten die Ergebnisse mit Original-DNA eine bes-

sere Analysequalität. Eine Amplifikation mittels long-distance PCR mit WGA-Template 

war zumindest für das von uns verwendete Kit nicht möglich. 

In der qPCR zeigte sich qualitativ für die Amplifikation mit WGA-Produkt ein sauberer 

Kurvenerlauf. Quantitativ konnte eine Homozygotie (wie mit der Kontrolle des X-chromo-

somalen DMD) sicher nachgewiesen werden, jedoch mit größeren Standardabweichun-

gen. 

Bei der weiteren Analyse von Verlusten und Zugewinnen wurde jedoch eine quantitative 

Verzerrung der Ergebnisse im Vergleich zu der Original-DNA festgestellt, was ohne die 

parallele Versuchsführung möglicherweise zu Interpretationsfehlern hätte führen können. 
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Durch diese Verzerrung waren gerade Deletionen und deren begleitende Bruchpunkte, 

die nur einen Teil der Zellen betrafen, schwer zu detektieren. Weiterhin ist es möglich, 

dass subklonale Mutationen nicht ausreichend amplifiziert werden und so in der Sequen-

zierung der Kandidatengene mit WGA-Template nicht nachzuweisen waren. Für KRAS 

kann dieses Bias jedoch ausgeschlossen werden, da hier mit Original-DNA sequenziert 

wurde. Diese Beobachtungen zur quantitativen Verzerrung durch WGA müssten jedoch 

noch durch eine höhere Datenmenge validiert werden. 

 Signalweganalysen: aCGH und Microarray-Genexpressionsdaten 

Primär wurden für die Analysen möglicher Signalwegveränderungen sowohl die CNA-

Daten basierend auf der aCGH wie auch die Daten der micoarrray-Genexpressionsdaten 

verwendet. Beide Methoden waren in der Identifikation der Veränderungen der Pic und 

insbesondere der Aktivierung des RAS-Signalweges zielführend. 

Für die Auswertung und Diskussion der für die Leukämogenese relevanten Gene schei-

nen die Ergebnisse der Microarray-Genexpressionsdaten zumeist eine bessere Vorher-

sagekraft zu haben. So befinden sich in der Liste der veränderten Gene in den Pic die 

relevantesten bereits allein in der Gruppe mit signifikant aberranter GE. Abweichend hier-

von ist jedoch die relevant erscheinende Deletion von CDKN2A, die aufgrund der Über-

expression in der Genexpressionsanalyse nicht auffällig gewesen wäre. Die weitaus 

wichtigere Rolle der aCGH-Diagnostik ist jedoch die Darstellung der strukturellen Verän-

derungen als Basis der weiteren Diagnostik, wie z.B. der Auswahl der FISH-Sonden. Ins-

besondere die Identifizierung der KRAS-Wildtyp-Amplifikation als Ursache der RAS-Akti-

vierung wäre ohne aCGH nicht möglich gewesen. Die Durchführung beider Methoden ist 

retrospektiv betrachtet relevant und einander ergänzend. 

8.6  Kritische Anmerkungen 

Die vorliegende Promotionsarbeit hatte initial zwei Ziele: die umfassende Erfassung und 

Differenzierung der genetischen Aberrationen in der MPAL und die Identifizierung mögli-

cher therapeutischer Ansatzpunkte auf Basis der Signalweganalysen. In Anbetracht der 

umfassenden zytogenetischen Analysen und insbesondere der erstmals für eine Leukä-

mie beschrieben ampKRAS wurde das erste Ziel erreicht. Eine solche genaue Darstel-

lung der Aberrationen einer MPAL und insbesondere der Vergleich von Genotyp und 

Phänotyp ist in der Literatur selten zu finden. Hierfür bot sich diese MPAL aufgrund der 
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ausgeprägten Aberrationen mit Proben des gesamten Krankheitsverlaufs an und die ex-

tensive Diagnostik ist für diesen Fall als exemplarische Darstellung zu rechtfertigen. 

Für die Signalweganalysen zur Suche nach geeigneten Therapieansätzen sind die Ana-

lysen jedoch für eine standardisierte Durchführung zu umfassend. Hier gibt es jedoch 

inzwischen weitere, zunehmend eingesetzte Methoden, insbesondere whole genome se-

quencing und Transkriptomsequenzierung, welche vergleichbare Ergebnisse in schnel-

lerer Zeit liefern können. Auch für die MPAL wurde eine Transkriptomsequenzierung 

durchgeführt, jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit ausgewertet. 

9 Ausblick 

9.1 Weitere zytogenetische Analysen 

Als Ergänzung der oben aufgeführten Analysen würden FISH-Analysen der Telomerre-

gionen sowie Färbungen der Centrosomen Aufschluss über Mechanismen der CIN ge-

ben. Zur Bestätigung der TCF3-ZNF384-Translokation als primäre founder-Mutation böte 

sich die automatisierte FISH-Analyse an den Xenograftzellen zur Bestätigung des Vorlie-

gens in allen Zellen an. 

9.2 Transkriptomsequenzierung und single cell sequencing 

Die für die MPAL bereits vorliegenden Daten der Transkriptomsequenzierung wurden 

bisher nicht umfassend ausgewertet. Interessant wäre diese Auswertung in Hinblick auf 

die Vergleichbarkeit mit den oben genannten Analyseergebnissen. Die nach Signalweg-

analysen relevant erscheinenden Gene könnten -wie für TP53 erfolgt- umfassender auf 

das Vorliegen von Mutationen untersucht werden. Außerdem wäre zur besseren Charak-

terisierung die Durchführung von single cell sequencing Analysen aufschlussreich. 

9.3 Western Blot 

Bisher konnte das TCF3-ZNF384-Fusionsgen nur auf Transkriptebene nachgewiesen 

werden. Ergänzend könnten Western Blot Analysen durchgeführt werden, wofür aufgrund 

des Vorliegens der Translokation in allen Zellen auch die Zellen des Engraftments ver-

wendet werden können. Da in der Literatur die Synthese von Fusionsproteinen beim Vor-

liegen ähnlicher Bruchpunkte beschrieben wird, ist eine Translation des Fusionsproteins 

in der hier untersuchten MPAL als wahrscheinlich anzunehmen.48 
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9.4 KRAS-Aberrationen bei Leukämien des Kindesalters 

Aufgrund der fehlenden Datenlage zu KRAS-Amplifikationen bei Leukämien im Kindes-

alter erscheint die weitere diesbezügliche Analyse sinnvoll. Sollte sich das Vorliegen von 

KRAS-Amplifikationen in weiteren Proben bestätigen lassen, könnten hieraus weitere 

Rückschlüsse über die Biologie dieser Leukämien und eine mögliche prognostische Re-

levanz gezogen werden. Es wäre interessant, ob analog zu den soliden Tumoren Unter-

schiede zwischen mutKRAS und ampKRAS bestehen. Außerdem ist insbesondere ein 

möglicher Zusammenhang zwischen KRAS-Aktivierung und MPAL oder auch mit TCF3-

ZNF384-Translokation zu bewerten. 

9.5 Medikamentenstudien 

In Hinblick auf die zukünftige Therapie vergleichbarer Leukämien erscheinen weitere me-

dikamentöse Studien auf Basis der oben genannten Signalweganalysen sinnvoll. Da die 

Xenograft-Zellen eine hohe biologische Ähnlichkeit aufweisen, könnten diese Zellen für 

in vitro-Analysen der in Abschnitt 8.4 aufgeführten Therapieoptionen verwendet und ggf. 

die Medikamente auch in murinen Modellen getestet werden. 
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