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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Akute lymphoblastische Leukamie im Kindesalter

Die akute lymphoblastische Leukadmie (ALL) ist eine Erkrankung des h&matopoetischen
Systems. Durch eine klonale Proliferation lymphatischer Progenitorzellen wird die
normale Hamatopoese im Knochenmark (KM) verdrangt und schliellich insuffizient.
Daraus resultieren Anamie, Thrombopenie und Infektanfalligkeit infolge Leukozytopenie
als Leitsymptome der Erkrankung. Haufig kommt es zusatzlich zu einer Infiltration
extramedullarer Organe wie Milz, Leber, Lymphknoten, ZNS oder Testis, die weitere
organbezogene Symptome bedingen sowie zur Ausschwemmung leukamischer Zellen
in das Blut, die sich als Lymphoblasten im Blutausstrich zeigen. Die Bezeichnung ,akut"
beschreibt den Krankheitsverlauf der ALL, die unbehandelt innerhalb von Wochen bis

wenigen Monaten letal verlauft*.

Die ALL ist die haufigste Leukamieform und die h&ufigste maligne Erkrankung im
Kindesalter. In Deutschland werden jahrlich etwa 550 Neuerkrankungen bei Kindern
und Jugendlichen unter 15 Jahren diagnostiziert. Der Haufigkeitsgipfel der ALL liegt

zwischen dem zweiten und fiinften Lebensjahr?.

1.2 Diagnose und Klassifizierung

Die Diagnose einer ALL wird anhand der morphologischen Beurteilung von KM- und
Blutausstrichen gestellt. Definitionsgemal mussen >25 % der kernhaltigen Zellen im
KM aus unreifen Zellen (Lymphoblasten) bestehen oder Blasten im Blut nhachgewiesen
werden. Bei Nachweis von mindestens 5 Zellen/mm? mit Blastenmorphologie im Liquor

cerebrospinalis liegt ein Befall des ZNS vor.

Die weitere Klassifikation der ALL basiert auf morphologischen, immunologischen und
molekulargenetischen Merkmalen der Leukamiezellen. Unter Beriicksichtigung dieser
klinischen und biologischen Faktoren gelingen eine Prognoseabschéatzung und eine
Einordnung der Patienten in verschiedene Risikogruppen, die eine Adaptation der
Behandlung an das Rezidivrisiko ermdglichen.

Wesentliche prognostische und therapeutische Konsequenzen hat die Klassifizierung

der ALL durch Immunphénotypisierung der Leukamiezellen. Mithilfe von fluoreszenz-
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markierten monoklonalen Antikorpern koénnen Differenzierungsantigene, die auf der
Zelloberflache der Leukdmiezellen oder intrazellular lokalisiert  sind,
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden und die Zellen einer bestimmten
hamatopoetischen Differenzierungsstufe zugeordnet werden®. Dadurch gelingt eine
Einordnung in die B-Zell- oder T-Zell-Reihe. Etwa 85 % der ALL im Kindesalter sind B-
Vorlauferzell-ALL (B-cell precursor, BCP-ALL). Diese werden entsprechend ihrer
Differenzierungsstufe unterteilt in die pro-B-ALL, die common-ALL (mit ca. 62 % am
haufigsten) und die am weitesten ausgereifte pra-B-ALL. Die T-Zell-Leukamien sind mit
ca. 13 % im Kindesalter seltener. Unterschieden werden die unreiferen pro- und pra-T-
ALL von der kortikalen T-ALL und der reifen T-ALL*>.

1.2.1 Prognosefaktoren bei ALL-Ersterkrankung

Der Risikoabschéatzung dienen bei der ALL-Ersterkrankung verschiedene klinische und
laborchemische Faktoren wie die initiale Leukozytenzahl, das Alter bei Diagnose und
der Immunphanotyp. Dem Ansprechen auf die Therapie, initial gemessen an der in-vivo
Reaktion auf Glukokortikoide wahrend der zytoreduktiven Vorphase (Prednison-
response) und am Ende der Induktionstherapie beurteilt durch Bestimmung der
Leuké&miezelllast auf molekularer Ebene (minimal residual disease, MRD, siehe auch
1.3.2), kommt dabei eine besondere prognostische Aussagekraft zu®® (siehe Tabelle 1).
Eine zusatzliche Prognoseeinschatzung gelingt durch den Nachweis spezifischer
chromosomaler Veréanderungen in den Leukamiezellen (siehe 1.4). Dadurch wird die
Identifizierung von Subtypen ermoglicht, die sich in ihrer Prognose voneinander
unterscheiden und entsprechend von unterschiedlichen Behandlungsintensitaten oder

spezifischen Therapieansatzen profitieren.
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Prognosefaktoren und deren prognostische Bedeutung bei ALL-Ersterkrankung

Klinisch/laborchemische Parameter Prognostische Bedeutung
mannliches Geschlecht ungtinstig
Alter <1 oder >6 Jahre ungtinstig
Leukozytenzahl im Blut >50x103/pl unglinstig
ZNS-Beteiligung unglinstig

Prednison-poor-response

. i ) ungtinstig
(>10° Blasten im Blut an Therapietag 8)
schlechte morphologische Remission o

: . ungtinstig

(>5 % Blasten im KM-Ausstrich an Tag 33)
Molekularbiologische Faktoren Prognostische Bedeutung
schlechte molekulare response (MRD >1O'3) ungunstig
Chromosomale Translokation t(9;22) (BCR-ABL) ungtinstig
Chromosomale Translokation t(4;11) (MLL-AF4) ungtinstig
Hypodiploidie (<44 Chromosomen) unglinstig
Chromosomale Translokation t(12;21) (ETV6/RUNX1) glnstig

Tabelle 1: Prognosefaktoren und deren prognostische Bedeutung bei ALL-Ersterkrankung nach
Ergebnissen der ALL-BFM Studien®®

1.3 ALL-Rezidiv

Trotz der grofRen Fortschritte in der Ersterkrankungsbehandlung der ALL im Kindesalter
mit Heilungsraten bis zu 75 %'°, erleiden etwa 25 % der betroffenen Kinder ein Rezidiv
der Erkrankung'. Das ALL-Rezidiv stellt damit die viert haufigste maligne
Krankheitsentitat im Kindesalter dar. Mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von kaum
40 % sind die Chancen auf eine komplette Heilung fur das ALL-Rezidiv deutlich
vermindert*?2. Umso bedeutender ist daher die Adaptation der Intensitat der
Rezidivtherapie an das individuelle Risiko des Patienten. Die Klinischen
Stratifizierungskriterien der ALL-REZ BFM Studie (siehe 1.3.1) ermdoglichen die
Zuordnung der Patienten zu Risikogruppen mit signifikant unterschiedlicher Prognose.
Allerdings bestehen innerhalb der Risikogruppen deutliche Unterschiede im
Krankheitsverlauf einzelner Patienten. Fir eine prazisere Abschatzung des individuellen
Risikos ist die Identifizierung und Charakterisierung genetischer Veranderungen in den
Leukamiezellen erforderlich. Dadurch kénnen madgliche funktionelle Veranderungen in

den Leukamiezellen oder Mechanismen die zu einer Resistenz der Leukdmiezellen
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gegenuber der Chemotherapie beitragen, besser verstanden werden und neue
Therapieansatze identifiziert werden (siehe 1.4).

1.3.1 Risikostratifizierung und Prognosefaktoren beim ALL-Rezidiv

Fir das ALL-Rezidiv haben die Ergebnisse der konsekutiv durchgefihrten
Therapieoptimierungsstudien ALL-REZ BFM ergeben, dass der Zeitpunkt des Rezidivs,
der Ort des Rezidivs und der Immunphanotyp derzeitig die wichtigsten bekannten
prognostischen Faktoren sind***? (siehe Tabelle 1.2). Als prognostisch ungiinstig gelten
ein friher Erkrankungsriickfall®®, ein isolierter KM-Befall*, sowie ein T-Zell-
Immunphénotyp™. Durch Kombination der drei Prognosefaktoren werden im
Wesentlichen vier Hauptgruppen mit signifikant unterschiedlichen ereignisfreien
Uberlebensraten zur Therapiestratifizierung definiert (S1, Standardrisiko; S2,
Intermediarrisiko; S3/4, Hochrisiko; siehe Tabelle 2). Etwa 10 % der Patienten werden
in die prognostisch gunstigste Standardrisikogruppe (S1) stratifiziert, 65 % der
Intermediarrisikogruppe (S2) zugeordnet und etwa 25 % den Hochrisikogruppen S3 und
S4 zugeteilt. Entsprechend der Strategiegruppe entscheidet sich gemal des ALL-REZ
BFM 2002 Protokolls die Intensitat der chemotherapeutischen Behandlung und wird die
Indikation zur Stammzelltransplantation (SZT) gestellt.

ALL-Rezidiv Risikostratifizierung gemaR Protokoll ALL-REZ BFM 2002

Immunphanotyp Immunphanotyp
non-T (B-Zell-Vorlaufer) (préa-) T
Lokalisation Extramedullar KM KM Extramedullar KM KM
isoliert kombiniert  isoliert isoliert kombiniert isoliert
Zeitpunkt
sehr frih * S2 S4 S4 S2 S4 S4
frith S2 S2 S3 S2 S4 S4
omp ® S1 S2 S2 S1 S4 S4

Tabelle 2: ALL-Rezidiv Risikostratifizierung geman Protokoll ALL-REZ BFM 2002
! < 18 Monate nach Erstdiagnose und < 6 Monate nach Ende der Ersttherapie

XVIIl = 18 Monate nach Erstdiagnose und < 6 Monate nach Ende der Ersttherapie
XVIIl =6 Monate nach Ende der Ersttherapie

1.3.2 Minimal residual disease (MRD)

Zusatzlich zu den in 1.3.1. genannten Stratifizierungskriterien kommt dem Ansprechen

auf die Therapie bei der Einschatzung der Wirksamkeit einer ALL-Therapie besondere
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Bedeutung zu. Neben der klassischen zytomorphologischen Beurteilung der Reduktion
der Leukamiezelllast, hat sich der quantitative Nachweis von geringen Mengen an
residuellen Leukamiezellen (MRD) auf molekularer Ebene, als tGberlegene Methode flr
die prognostische Einschatzung erwiesen. Durch sensitive und spezifische
molekularbiologische Methoden kdnnen Leukamiezellen unterhalb der mikroskopischen
Nachweisgrenze aufgespiirt werden”®. Dies erméglicht die Dokumentation der
Leukdmiezelllast im Therapieverlauf und dient als Grundlage fir eine weitere
Risikoadaptation der Behandlung. Als Goldstandard fur die MRD-Messung hat sich
aktuell in Europa der quantitative Nachweis leukamiezellklonspezifischer Marker wie
den Genumlagerungssequenzen der Immunglobulin- oder T-Zellrezeptor-Genloci
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgesetzt. Anhand dieser Marker kénnen
leukdmische Restzellen bis zu einer Sensitivitdit von <10® (eine Leukamiezelle in

100.000 gesunden Zellen) nachgewiesen werden”°.

Fir die beim ALL-Rezidiv zahlenmallig grofite intermediare Risikogruppe S2, hat sich
der Nachweis des MRD-Niveaus nach dem zweiten Therapieelement der
Rezidivbehandlung (F2) als starkster unabhangiger pradiktiver Faktor des ereignisfreien
Uberlebens erwiesen'’ und findet in der ALL-REZ BFM 2002 Studie routinemaRig
Anwendung zur Therapiestratifizierung in dieser bezlglich ihrer Prognose heterogenen
Risikogruppe. Patienten, bei denen zu diesem Therapiezeitpunkt weniger als eine
Leukamiezelle in 1000 gesunden Zellen nachgewiesen werden (MRD <103, MRD good
response), haben eine signifikant bessere Prognose als Patienten, bei denen zu diesem
Zeitpunkt hthere MRD-Werte gemessen werden (MRD 2103, MRD poor response)*’.
Anhand des MRD-Befundes wird in der Risikogruppe S2 die Indikation fur eine weitere
Intensivierung der Therapie durch SZT fur Patienten der MRD-poor-responder-Gruppe
gestellt. Die biologischen Hintergriinde, die diese Unterschiede im Ansprechen auf die

Therapie erklaren kénnten, sind bislang allerdings weitestgehend unbekannt.

1.3.3 Therapie des ALL-Rezidivs

Die Behandlung der ALL erfolgt in Deutschland durch eine intensive Polychemotherapie
sowie fur einen Teil der Patienten durch Bestrahlung und SZT nach einheitlichen
Protokollen im Rahmen von Therapieoptimierungsstudien und ist padiatrisch-
onkologischen Zentren vorbehalten. Kinder mit Rezidiv einer ALL werden im
deutschsprachigen Raum gemdal} der ALL-REZ BFM Therapieoptimierungsstudien
behandelt.
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Eine besondere Herausforderung stellt die Rezidivtherapie einerseits durch
Resistenzen der Leuk&miezellen gegenuber der chemotherapeutischen Behandlung
dar, die eine weitere Intensivierung der Therapie durch eine héhere Dosierung der
Medikamente, deren kombinierte Applikation und eine dichtere Abfolge der
Medikamentengabe erfordern'®°, Andererseits ist die Therapietoleranz der Patienten
bei der Rezidivbehandlung durch die vorhergehende Chemotherapie in jeder Hinsicht
herabgesetzt. Gemal des aktuellen ALL-REZ BFM 2002 Protokolls (siehe Abbildung 1)
erfolgt die Rezidivtherapie in  Form von Therapieblécken, in denen
Mehrfachkombinationen von Zytostatika alternierend appliziert werden (F1, F2, R1, R2).
Zu diesen zahlen Glukokortikoide (GC), Mitosehemmer, Alkylantien, Anthrazykline,
Antimetabolite und L-Asparaginase. Zwischen den finf bis sechs Tage dauernden
Therapieblocken dienen zweiwdchige Pausen der Regeneration des KM. Alternativ wird
fur einen Teil der R-Blocke eine kontinuierliche Gabe der Chemotherapie (Protokoll I1-
IDA) erprobt. Zusétzlich zu dieser systemischen Therapie wird das ZNS in jedem Block
durch die intrathekale Gabe einer 3-fach Kombination von Zytostatika (Prednison,
Methotrexat und Cytarabin) behandelt. Nach Erreichen einer zweiten Remission stellt
die SZT, die mit einer hohen Morbiditdt und Letalitat verbunden ist, fir einen
wesentlichen Teil der Patienten mit ALL-Rezidiv den einzigen kurativen Ansatz dar®.
Dies trifft fur alle Patienten zu, die in den Hochrisikogruppen S3/S4 behandelt werden.
In der intermediaren Risikogruppe S2 wird die Indikation zur SZT anhand des MRD-
Wertes am Ende der Induktionstherapie (F1 und F2) gestellt (siehe auch 1.3.2). Fur
Patienten der Standardrisikogruppe S1 sowie fir S2-Patienten mit guter molekularer
Therapieresponse, wird die Behandlung anschlieBend mit einer oral applizierten
Dauertherapie (Mercaptopurin und MTX) fir 12 bzw. 24 Monate fortgesetzt. Diese
Patienten erhalten bei Beteiligung des KM zudem eine prophylaktische Bestrahlung des
ZNS, wodurch das Risiko eines Folgerezidivs signifikant vermindert werden kann?
sowie eine Bestrahlung des eventuell beteiligten Extrakompartiments.
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Abbildung 1: Behandlungsprotokoll der ALL-REZ BFM 2002 Studie.

Abkirzungen: F1, F2 (=Induktion), R1, R2, Protokoll 1I-IDA, Chemotherapieblocke; ®, Randomisierung;
S, Stratifizierung; WV, lokale Strahlentherapie; D12/24, 12/24 Monate Dauertherapie; V, VP-16-
Reinduktionspulse; KMP, KM-Punktion; MRD, minimal residual disease; ¥, KMP/MRD, Zeitpunkt der KMP
fur die Stratifizierung der Postremissionstherapie gemal MRD in S2.

1.3.4 Glukokortikoide in der Behandlung des ALL-Rezidivs

Glukokortikoide (GC) gehdren zu den essentiellen Medikamenten der ALL-Therapie und
sind ein wichtiger Bestandteil der ALL-REZ BFM Rezidivprotokolle. Der Einsatz von GC
bei der ALL-Therapie grundet sich auf deren Fahigkeit, in unreifen lymphoblastischen
Leukdmiezellen Apoptose zu induzieren. Dabei besitzt Dexamethason im Vergleich mit
anderen GC eine erhohte Affinitat fur den Glukokortikoidrezeptor (GR), der auf
lymphoblastischen Leukamiezellen exprimiert wird®®. Im aktuellen ALL-REZ BFM 2002
Protokoll wird Dexamethason in der zytoreduktiven Vorphase als einziges Medikament
verabreicht, mit dem Ziel, die initiale Leuk&miezellmasse zu reduzieren und wird
kombiniert mit weiteren Zytostatika in den Therapieblécken F1, F2, R1 und R2 bzw. in
niedrigerer Dosierung Uber einen langeren Zeitraum wahrend des Protokoll 11-IDA

appliziert. Fur die intrathekale Therapie wird Prednison verwendet.

1.4 Molekulargenetische Veranderungen in Leukéamiezellen

Durch die Entwicklung neuer Nachweismethoden konnten in den vergangenen Jahren
zusatzlich zu den bekannten vornehmlich klinischen Stratifizierungskriterien, spezifische

molekulargenetische Veranderungen in den Leukadmiezellen nachgewiesen werden. Die
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Identifizierung prognostisch relevanter biologischer Marker fir die ALL hat wesentlich
zum Verstandnis der Leukamieentstehung und zur Verbesserung der Behandlung

beigetragen.

Eine ALL entsteht durch Transformation und klonale Proliferation einer pluripotenten
Stammzelle oder einer lymphatischen Progenitorzelle. Die Leukdmiezellen sind durch
eine Differenzierungsblockade gekennzeichnet, die zu einer Arretierung in einem
bestimmten Entwicklungsstadium fihrt. Die Ursachen, die fur die Transformation der
Zelle verantwortlich sind oder diese begunstigen, sind nicht vollstandig geklart. Bekannt
ist, dass genetische Aberrationen, die in einem verdnderten Proliferationsverhalten,
einer Beeintrachtigung der Differenzierung oder einem gestdrten Apoptoseverhalten der

Zelle resultieren kénnen, eine zentrale Rolle in der Leukamogenese einnehmen.

Grundsatzlich kénnen genetische Veranderungen in Form von Mutationen wie
Insertionen, Deletionen oder Punktmutationen einerseits zu einem Funktionsverlust von
Tumorsuppressorgenen infolge Deletion oder Inaktivierung fihren und damit deren
naturliche Wirkung als negativer Wachstumsregulator aufheben. Zellen kénnen dadurch
eine uneingeschrankte Teilungsfahigkeit erlangen. Andererseits koénnen Proto-
Onkogene durch einen Funktionsgewinn, z. B. durch Amplifikation oder Translokation,
zu Onkogenen aktiviert werden. Die Stérung der zellularen Signaltransduktion kann
letztlich dazu fuhren, dass Zellen gegentber apoptotischen Signalen resistent werden
und die Steuerung von Zellproliferation und —Differenzierung gestort wird. Bei der ALL
haufige genetische Veranderungen sind numerische Aberrationen wie Hyperdiploidie
(>51 Chromosomen) oder Hypoploidie (<45 Chromosomen) und strukturelle

Aberrationen, zu denen die chromosomalen Translokationen zahlen.

1.4.1 Chromosomale Translokationen und Aneuploidien

Chromosomale  Translokationen gehéren zu den haufigsten genetischen
Veranderungen bei der ALL und dem ALL-Rezidiv und sind fir die
Leukdmieentstehung, die Prognose und die Behandlung von besonderer Bedeutung.
Fur die ALL typisch sind balanzierte oder reziproke Translokationen, die zum Austausch
von genetischem Material zwischen zwei nicht-homologen Chromosomen fihren.
Dadurch entstehen Fusionsgene, die Proteine mit verénderten Eigenschaften
exprimieren und eine entscheidende Rolle in der Leukdmogenese spielen®. So kénnen

Translokationen in der Aktivierung onkogener Proteinkinasen resultieren oder in einer
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Stérung der Funktion von Transkriptionsfaktoren®2*. Durch den Nachweis spezifischer
Translokationen lassen sich bei der ALL einzelne Subtypen mit unterschiedlicher
Prognose charakterisieren. Die biologische Relevanz chromosomaler Translokationen

25-27

konnte fur einige der Veranderungen in Mausmodellen demonstriert werden und

zeigte sich in Genexpressionsanalysen der ALL, in denen charakteristische

Genexpressionssignaturen einzelnen ALL-Subtypen zugeordnet werden konnten®®°,

Zu den haufigsten rekurrenten chromosomalen Translokationen bei der BCP-ALL
zahlen die Translokationen t(12;21), t(1;19) und t(9;22), mit ihren molekulargenetischen
Aquivalenten, den Fusionsgenen ETV6/RUNX1, E2A/PBX und BCR/ABL. Eine
Sonderstellung nehmen Translokationen unter Beteiligung des MLL-Gens (Chromosom
11923) ein, die bei der Sauglings-ALL die haufigsten Translokationen darstellen. Das
MLL-Gen kann bei dieser ALL-Subgruppe mit einer Vielzahl von Partnergenen
fusionieren, am haufigsten ist die t(4;11), die in der Fusion mit dem AF4-Gen

resultiert®’.

Wahrend die BCR/ABL-Genfusion, Fusionen des MLL-Gens und Hypodiploidie mit einer
sehr ungiinstigen Prognose assoziiert sind**®, gelten die ETV6/RUNX1-Fusion sowie
ein hyperdiploider Chromosomensatz sowohl bei der ALL-Ersterkrankung als auch beim
Rezidiv als prognostisch giinstig®***. Abbildung 2 zeigt die Verteilung der genetisch

definierten Subgruppen bei der BCP-ALL-Ersterkrankung und beim Rezidiv.

BCP-ALL Ersterkrankung BCP-ALL Rezidiv

hyperdiploid 30% hyperdiploid 23%

unbekannt 25%

MYC 2% unbekannt 53%

E2A/PBX 5% ETV6/RUNX1 15%

BCR/ABL 4%
MLL-Fusion 4%

BCR/ABL 2,6%
E2A/PBX 1,5%

MLL-Fusion 9%

ETV6/RUNX1 25%
hypodiploid 1,5%

Abbildung 2: Haufigkeit der genetisch definierten Subgruppen bei der ALL-Ersterkrankung und beim ALL-
Rezidiv. Dargestellt sind ausschlie3lich BCP-ALL. Der prozentuale Anteil der einzelnen Subgruppe ist fur
die Ersterkrankung entnommen aus Armstrong et al.**, die Haufigkeiten fiir das Rezidiv entstammen den
aktuellen Ergebnissen der ALL-REZ BFM Studie, persodnliche Kommunikation Drs. Kirschner-Schwabe
und Eckert.
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1.5 Translokation t(12;21) und Fusionsgen ETV6/RUNX1

Die kryptische chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922) ist die haufigste
strukturelle interchromosomale Verénderung bei der ALL-Ersterkrankung und beim
ALL-Rezidiv im Kindesalter und findet sich in den Leuk&miezellen von etwa 20-25 % der
BCP-ALL-Ersterkrankungen- und ALL-Rezidive. Die Translokation resultiert in der
Fusion der Gene fir die Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1, deren Bedeutung fur

die Hamatopoese essentiell ist***®.

1.5.1 Transkriptionsfaktor ETV6 — Struktur und Funktion

Das ETV6-Gen (ets variant gene 6) (Synonym TEL fur translocation ets leukemia) ist
auf Chromosom 12p13.2 lokalisiert, besteht aus 8 Exons*® und gehort zu den ETS (e-
twenty-six-specific)-Transkriptionsfaktoren®®. Die Familie der ETS-Transkriptions-
faktoren umfasst eine groBe Gruppe von evolutionar hochkonservierten
Transkriptionsregulatoren, die in verschiedenen zellularen Prozessen der Entwicklung
und Differenzierung von wesentlicher Bedeutung sind®*. ETV6 besitzt wie alle
Transkriptionsfaktoren der ETS-Familie C-terminal eine hochkonservierte DNA-
bindende ETS-Doméne, die fur die nukleare Lokalisation und die sequenzspezifische
DNA-Bindungsaktivitat von ETV6 verantwortlich ist®*°?. Die ETS Doméne erkennt das
.,core motif‘ mit der Basenabfolge GGAA/T in Promotoren und Enhancern
(regulatorische DNA-Elemente, die die Bindungsaffinitat eines Promotors und damit die
Expression eines Zielgens verstarken) zahlreicher Zielgene®®. N-terminal lokalisiert ist
die ebenfalls hochkonservierte helix-loop-helix (HLH)-Doméane, die auch als ,pointed
domain® bezeichnet wird und durch Protein-Protein-Interaktion die transkriptionelle
Aktivierung von ETV6 moduliert. Sie vermittelt sowohl die Homo- als auch die
Heterodimerisierung von ETV6 und seinen Fusionsproteinen und ist fir die normale

Funktion von ETV6 essentiell®*>°

. ETV6 ist sowohl bei myeloischen als auch bei
lymphatischen Leukamien in chromosomale Translokationen involviert. Erstmals
beschrieben wurde es von Golub et al.>® bei der chronischen myelomonozytaren
Leukamie als Fusionspartner des platelet-derived growth factor receptor 3 (PDGFRB)-
Gens (Translokation (t5;12)). Seitdem konnten eine Vielzahl von chromosomalen
Translokationen mit Beteiligung des ETV6-Gens identifiziert werden. Zu den
Fusionspartnern zahlen sowohl Proteintyrosinkinasen (PDGFRB>°, ABL1/2°"°8, JAK2)

als auch Transkriptions-faktoren (RUNX1%°, MN1%, BTL®?).
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Wenig bekannt ist bisher Uber spezifische Zielgene von ETV6. Untersuchungen legen
nahe, dass ETV6 als transkriptioneller Repressor fungiert. Die Repression der
Transkription erfolgt dabei durch Interaktion der zentralen Region von ETV6 mit den Co-
Repressoren mSin3A, SMRT und N-CoR sowie durch die N-terminale Doméane des

Proteins®.

Wahrend der embryonalen Entwicklung wird ETV6 ubiquitéar exprimiert. Die Bedeutung
von ETV6 fur Entwicklung und Hamatopoese konnte durch Mausmodelle demonstriert
werden: Homozygote ETV6-defiziente Mause versterben im Embryonalstadium infolge
schwerer Defekte der Dottersack-Angiogenese und zeigen Apoptose mesenchymaler
und neuraler Zellen®. Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass ETV6 zwar
nicht fir die fetale Hamatopoese in der Leber erforderlich ist, aber fir die definitive

Hamatopoese im KM eine essentielle Funktion besitzt®.

1.5.2 Transkriptionsfaktor RUNX1 — Struktur und Funktion

Das RUNX1 (runt related transcription factor 1)-Gen (Synonyme AML1 fur acute
myeloid leukemia 1 und CBFa2 fur core binding factor a2) ist auf Chromosom 21g22
lokalisiert, besteht aus 9 Exons®® und gehért zur Familie der Runt-ahnlichen (RUNX)-
oder core binding factor a (CBFa)- Transkriptionsfaktoren. Proteine der RUNX-Familie
bilden heterodimere Komplexe mit CBFRR. Dabei bindet die 3-Untereinheit (CBF3) nicht
direkt an DNA, verstarkt jedoch die DNA-Bindung der a-Untereinheit (CBFa) und
stabilisiert den Komplex®”®®. Neben RUNX1 existieren die a-Untereinheiten RUNX2 und
RUNX3%. Die DNA-Bindung der RUNX-Transkriptionsfaktoren wird durch die
evolutionar hoch konservierte N-terminal lokalisierte ,Runt Homologie Domane“ (RHD)
vermittelt’®. Diese weist eine hohe Sequenziibereinstimmung mit dem runt Gen auf,
welches bei Drosophila melanogaster verschiedene Entwicklungsprozesse wahrend der
Embryogenese kontrolliert’. Die DNA-Bindung erfolgt bei RUNX1 iiber die Zielsequenz
TGT/cGGT, die in den Promotoren und Enhancern der Zielgene erkannt wird®’.
Nachgewiesen werden konnte diese Sequenz in den regulatorischen Elementen
mehrerer hamatopoese-spezifischer Gene, die durch RUNX1 aktiviert werden. Dazu
zéhlen die Promotoren von GM-CSF (Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-
stimulierender  Faktor)’?, M-CSF (Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor)”?,
Myeloperoxidase und Neutrophilen-Elastase’® und IL-3" sowie die Enhancer der T-Zell
Antigenrezeptoren’®. Die zweite funktionelle Einheit von RUNX1 wird von der C-terminal

gelegenen Transaktivierungsdoméne gebildet, die die Transkription der Zielgene von
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RUNX1 aktiviert’””®. Neben seiner Rolle als Transkriptionsaktivator fungiert RUNX1 als
transkriptioneller Repressor. Zu den Interaktionspartnern von RUNX1, die eine
transkriptionelle Repression vermitteln, gehdren unter anderem die sin3A-Proteine, die
ihre  Wirkung als Corepressoren durch direkte Beeinflussung der basalen

Transkriptionsmaschinerie entfalten”®.

Auch fir RUNX1 konnte in Mausmodellen eine essentielle Bedeutung fiur die
Hamatopoese nachgewiesen werden. Bei homozygot RUNX1-defizienten M&usen ist
die fetale Leberhdmatopoese aller Zellreihen durch einen Differenzierungsblock schwer

beeintrachtigt und es treten letale Blutungen und Nekrosen des ZNS auf*®*’.

Wie ETV6 ist auch RUNX1 bei verschiedenen Leukamien in chromosomale
Translokationen involviert. ldentifiziert wurde das Gen durch die chromosomale
Translokation t(8;21) bei der akuten myeloischen Leukamie (AML) M2%°# durch die
das Fusionsgen RUNX1/ETO generiert wird. Eine weitere chromosomale Translokation
unter Beteiligung von RUNX1 ist neben der t(12;21) die Translokation t(3;21), die bei
therapieassoziierten Leukamien sowie bei der chronisch myeloischen Leukamie in der
Blastenkrise und bei myelodysplastischen Syndromen beschrieben wurde® .
Gemeinsam ist den unter Beteiligung von RUNX1 gebildeten Fusionsproteinen, dass
die DNA-bindende RHD und damit die Fahigkeit zur Bindung an die Promotoren der
Zielgene von RUNX1 und die Dimerisierung mit CBFI[3 erhalten bleiben. Dadurch wird

die transkriptionsaktivierende Wirkung des normalen RUNX1 supprimiert®*.

1.5.3 ETV6/RUNX1 — Struktur und Funktion

Durch die reziproke Translokation t(12;21) wird die HLH-Domane von ETV6 mit nahezu
dem gesamten RUNX1-Gen im Bereich der DNA-bindenden RHD-Domane von RUNX1
fusioniert®®®. Dabei werden Exon 5 von ETV6 mit Exon 2 oder 3 von RUNX1
leserastererhaltend miteinander verbunden. Es resultiert die Expression des chimaren
Proteins ETV6/RUNX1. Das reziproke Fusionstranskript RUNX1/ETV6 wird nur

sporadisch exprimiert*#°°

und seine Bedeutung fur die Leukdmogenese als weniger
relevant eingeschatzt®®. Wie in 1.5.2 beschrieben, ist das Fusionsprotein ETV6/RUNX1
weiterhin in der Lage, an die Enhancer- und Promotorregionen der RUNX1-Zielgene zu
binden. Im Gegensatz zum normalen RUNX1 vermittelt das Fusionsprotein allerdings
eine Repression der Expression dieser Gene. Die Repressorfunktion ist dabei abhangig

von der im Fusionsprotein enthaltenen HLH-Domane und der zentralen Region von
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ETV6®*®"®  Die Repressorfunktion der zentralen ETV6-Doméne erfolgt durch
Interaktion mit N-CoR, einem Bestandteil des nukledren Corepressor-Komplexes®,
sowie mit weiteren Corepressor-Komplexen wie mSin3A, SMRT. N-CoR und SMRT
vermitteln ihre Repression durch die Rekrutierung von Enzymen wie HDAC3
(Histondeacetylase 3), die durch eine Verdichtung der Chromatinstruktur den Zugang

von Transkriptionsfaktoren zur DNA behindern®9%:%%,

ETV6 HLH r : ]

ETV6/RUNX1 | HLH r

Abbildung 3: Schematische Darstellung von ETV6 und RUNX1 und dem aus der Fusion resultierenden
Protein ETV6/RUNXL1. HLH, helix-loop-helix Domane; r, repression; ETS, DNA-bindende Domane; RHD,
runt homology domain; TA, Transaktivierungsdomane

Es wird angenommen, dass die Unterdriickung der normalen RUNX1-Funktion und
damit die Stérung der Differenzierung hamatopoetischer Zellen im KM, einen

848992 " Weiterhin koénnte eine

wesentlichen Schritt in der Leukdmogenese darstellt
Unterdrickung der normalen ETV6-Wirkung durch Heterodimerisierung des
ETV6/RUNXL1 Fusionsproteins mit dem zweiten nicht translozierten Wildtyp-ETV6 ein

wichtiges Ereignis fir die ETV6/RUNX1-Leukamogenese darstellen®® (vgl. auch 1.6).

In verschiedenen Analysen konnte gezeigt werden, dass die Expression von
ETV6/RUNX1 die normale hamatopoetische Differenzierung beeintrachtigt und die
Entstehung praleukamischer Klone fordert®°%, allein jedoch keine Leukamie
verursacht®. Dies wird veranschaulicht durch die Detektion des Fusionsgens bzw. —
transkripts in Nabelschnurblutproben gesunder Neugeborener mit einer Haufigkeit, die

hoher zu sein scheint als die tatsachliche Pravalenz ETV6/RUNX1-positiver ALL%°.

Die Prévalenz der ETV6/RUNX1-Fusion in gesunden Neugeborenen war kirzlich
Gegenstand einer intensiven Literaturdebatte®®®, die vermutlich erst durch weitere
Studien zu einem abschlieRenden Ergebnis fihren wird. Weiterhin konnte der
identische, in utero durch feto-fetale Transfusion Ubertragene Zellklon in monozygoten

Zwillingen nachgewiesen werden, die spater zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine
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ETV6/RUNX1-positive ALL entwickelten®®*®. Dariiber hinaus zeigte sich im
Mausmodell, dass ETV6/RUNX1-positive Mause zwar eine gestorte B-Zell-

Differenzierung aufwiesen, jedoch keine Leukamie entwickelten®>9394191:192  Hong et

al.'® untersuchten kirzlich die Identitit und Funktion der transformierten
Stammzellpopulation, die den praleukamischen Klon der ETV6/RUNX1-positiven ALL
maoglicherweise erzeugt und erhalt. Im Fokus ihrer Untersuchungen stand eine
Zellpopulation, die bei der ALL im Kindesalter, nicht aber in gesundem KM nachweisbar
ist und durch die Zelloberflachenmarkerkonstellation CD34°CD38 CD19" charakterisiert
wird’®. lhnen gelang der Nachweis dieser potentiellen Leukamie-Ursprungszelle
sowohl klinisch in ETV6/RUNX1-positivem Patientenmaterial als auch funktionell im
Mausmodell. Lentivirale Transduktion humaner  Nabelschnurblutzellen mit dem
ETV6/RUNX1-Fusionsgen fuhrte zur Ausbildung von Zellen des aberranten
CD34'CD38'CD19" Immunphanotyps. Die ETV6/RUNX1-positiven CD34°CD38'CD19"-
exprimierenden Zellen besal3en zudem nach Transplantation in immundefizienten
NOD/SCID-Mausen die Fahigkeit, die CD34'CD38CD19" Zellpopulation im KM

wiederherzustellen und zu reifen B-Zellen zu differenzieren*®.

Die Ergebnisse der genannten Untersuchungen veranschaulichen, dass die
ETV6/RUNX1-Fusion ein frihes und auslésendes Ereignis fur die Leukdmieentstehung
darstellt, das bereits pranatal stattfindet und in der Bildung praleukamischer Klone mit
veranderten Selbsterneuerungs- und Uberlebens-eigenschaften resultiert. Diese sind in
der Lage fur mehrere Jahre vor Auftreten einer ALL im KM zu persistieren. Fir die
endgiltige leukamogene Transformation der Zelle sind jedoch zusatzliche genetische

Veranderungen erforderlich.

1.5.4 Pravalenz und prognostische Signifikanz von ETV6/RUNX1

Aufgrund der &hnlichen Bandenmuster der Chromosomenbanden 12p21 und 21922, die
eine Detektion der Translokation t(12;21) durch konventionelle zytogenetische
Methoden stark einschranken, konnte die tats&chliche Haufigkeit der ETV6/RUNX1-
Genfusion erst durch die Einfihrung molekulargenetischer Methoden wie der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) in die ALL-Diagnostik ermittelt werden. Kurz

1.°° und Romana et al.®

nach Identifizierung des Fusionsgens 1995 durch Golub et a
folgten Studien zur Pravalenz der Genfusion bei der ALL-Ersterkrankung im
Kindesalter, die die Translokation t(12;21) bei etwa 20 % der untersuchten ALL-

Ersterkrankungen beschrieben****. Hinsichtlich der prognostischen Relevanz zeigte

14



Einleitung

sich eine Assoziation mit gunstigen Prognosefaktoren wie BCP-Immunphanotyp,
mittleres Erkrankungsalter und niedrigere Leukozytenzahlen, die in einem signifikant

hoheren pEFS fir diese Subgruppe resultierten®:374244.56.86.104

. Diese Ergebnisse
wurden durch Studien beim ALL-Rezidiv zunachst in Frage gestellt, die eine nahezu
identische Haufigkeit der ETV6/RUNX1-Fusion zum Zeitpunkt der Rezidivdiagnose
nachweisen konnten (etwa 20 %)****'%_ Allerdings zeigte sich auch fiir das Rezidiv,
dass die ETV6/RUNX1-Fusion insgesamt mit glinstigen prognostischen Merkmalen wie

39,41,106,107. In der

spatem Zeitpunkt des Rezidivs und BCP-ALL assoziiert ist
Zwischenzeit konnte durch langere Nachbeobachtungszeiten, die dem typischerweise
spaten Auftreten von Rezidiven oder Folgerezidiven bei der ETV6/RUNX1-positiven
ALL Rechnung tragen, belegt werden, dass der Nachweis von ETV6/RUNX1 in den
Leukdmiezellen sowohl fir die ALL-Ersterkrankung als auch fur das ALL-Rezidiv

insgesamt ein giinstiges prognostisches Merkmal darstellt*¢3"1%.

1.5.5 Klinische Merkmale ETV6/RUNX1-positiver ALL-Rezidive

Wie in 1.5.4 beschrieben, reprasentiert die ETV6/RUNX1-positive ALL sowohl bei der
Ersterkrankung als auch beim Rezidiv einen prognostisch glnstigen Subtyp der
Erkrankung. Entsprechend den Stratifizierungskriterien der ALL-REZ BFM 2002-Studie
(siehe auch 1.3.1) treten ETV6/RUNX1-positive Rezidive in der Mehrzahl der Falle
(>80 %) zu einem spaten Zeitpunkt in Bezug auf die Vortherapie auf. Etwa 14 % zéhlen
zu den prognostisch unginstigeren frihen Rezidiven, nur knapp 4 % sind sehr frihe
Rezidive. Der Ort des Rezidivs betrifft bei etwa 75 % der Patienten isoliert das KM, bei
etwa 25% wird der =zusatzliche Befall eines extramedullaren Kompartiments
diagnostiziert. Dartber hinaus werden nahezu alle ETV6/RUNX1-positiven Rezidive
durch einen BCP-Immunph&notyp charakterisiert. Aufgrund dieser Merkmale wird die
Mehrheit der ETV6/RUNX1-positiven Rezidive (ca. 85 %) in die intermediare
Risikogruppe der S2-Patienten stratifiziert. Immerhin knapp 15 % werden den
Hochrisikogruppen S3/S4 zugeordnet.

Den Ergebnissen der ALL-REZ BFM Studien 96/2002 nach betragt die
Wahrscheinlichkeit eines ereignisfreien Uberlebens (pEFS) fiir ETV6/RUNX1-positive
Erstrezidive 82 % SE + 0,1 nach 4 Jahren und ist damit vergleichbar mit dem pEFS von
BCP ALL-Rezidiven mit hyperdiploidem Karyotyp (76 % SE £ 0,14), jedoch signifikant
besser als die ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit der ibrigen BCP ALL-
Rezidive (pEFS 21 % SE + 0,11 nach 4 Jahren) (P = 0,01) (siehe Abbildung 4, bisher
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unveroffentlichte Daten, personliche Kommunikation Drs. Kirschner-Schwabe und
Eckert).

Trotz der insgesamt gunstigen Prognose zeigt die Analyse des molekularen
Ansprechens auf die Therapie durch Quantifizierung der minimalen Resterkrankung
(MRD), dass die ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidive eine heterogene Gruppe bilden,
die sich anhand ihres molekularen Ansprechens auf die Behandlung in zwei Gruppen
aufteilen lasst, die sich in ihrem pEFS deutlich voneinander unterscheiden. Fir die
Gruppe der ETV6/RUNX1-positiven MRD good responder liegt das pEFS bei 80 % SE
+ 7,6 nach 6 Jahren, fur die ETV6/RUNX1-positiven MRD poor responder bei 61 % SE
+ 13 (P = 0,073) (siehe Abbildung 5). Insgesamt zeigen etwa 40 % der ETV6/RUNX1-
positiven Erstrezidive in der aktuellen ALL-REZ BFM 2002 Studie ein schlechtes
molekulares Ansprechen auf die Therapie (bisher unveroéffentlichte Daten, personliche

Kommunikation Dr. Eckert).

Diese klinischen Daten zeigen, dass die ETV6/RUNX1-Fusion insgesamt betrachtet und
im Vergleich mit anderen genetisch definierten Subtypen, mit einem vorteilhaften
Risikoprofil assoziiert ist. Jedoch veranschaulichen sie ebenfalls, dass es sich hierbei
um eine klinisch sehr heterogene Untergruppe von Rezidiven handelt, die durch
deutliche Unterschiede im Ansprechen auf die Therapie und folglich in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit gekennzeichnet wird. Bisher ist nicht bekannt ob und
welche genetischen Veranderungen zu einer Erklarung dieser Unterschiede beitragen

konnen.
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Abbildung 4: Kaplan-Meier Analyse der Wabhrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens (pEFS *
Standardabweichung, SE) in Abhangigkeit von der genetisch definierten Subgruppe.

Dargestellt sind die in der ALL-REZ BFM Studie behandelten ALL-Erstrezidive mit BCP-Immunph&notyp
(T-ALL ausgeschlossen). Das pEFS betragt 82 % SE + 0,10 in der Patientengruppe mit Nachweis von
ETV6/RUNX1 und 76 % SE + 0,14 fur die Subgruppe mit hyperdiploidem Chromosomensatz. Fir BCP-
ALL-Rezidive ohne Nachweis von ETV6/RUNX1 oder Hyperdiploidie betragt das pEFS 21 % SE * 0,11.
Die Daten entstammen der aktuellen ALL-REZ BFM 2002 Studie, personliche Kommunikation Drs.
Kirschner-Schwabe und Eckert.
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Log rank: P=0.073

Abbildung 5: Kaplan-Meier Analyse der Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens (pEFS *
Standardabweichung, SE) der ETV6/RUNX1-positiven Erstrezidive der intermedidren Risikogruppe S2 in
Abhéngigkeit von der molekularen Therapieresponse (MRD) am Ende der Induktionstherapie.

Das pEFS betragt 80 % SE + 7,6 fur die ALL-Erstrezidive in der Patientengruppe mit gutem Ansprechen
auf die Therapie, gegenuber 61 % SE + 13 fir die Patientengruppe mit schlechtem molekularen
Ansprechen auf die Therapie. Die Daten entstammen der aktuellen ALL-REZ BFM 2002 Studie,
persoénliche Kommunikation Dr. Eckert.

17



Einleitung

1.6 Zusatzliche genetische Veranderungen bei ETV6/RUNX1-positiver ALL

Die in 1.5.3 dargestellten Ergebnisse verschiedener Studien legen nahe, dass fir die
Transformation eines ETV6/RUNX1-positiven préleukédmischen Klons zusétzliche

genetische Veranderungen erforderlich sind.

Unter anderem durch FISH-Analysen zum Nachweis der ETV6/RUNX1-Fusion, konnten
bereits bald nach deren Entdeckung zusatzliche Veranderungen der beiden involvierten
Gene nachgewiesen werden. Dabei konnten Deletionen des nicht translozierten ETV6-
Allels, Amplifikationen des zweiten RUNX1-Allels und Duplikationen des derivativen
Chromosoms 21, als haufige Aberrationen bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL sowohl
zum Zeitpunkt der Ersterkrankung als auch beim Rezidiv, identifiziert werden®®*!8. Bei
der ETV6/RUNX1-positiven ALL-Ersterkrankung wurde dabei der Verlust des zweiten
nicht-translozierten ETV6-Allels am haufigsten nachgewiesen (etwa 70 %), zuséatzliche
Kopien von RUNX1 zeigten sich in 15-23 %, die Duplikation von der (21)t(12;21) in etwa
10 9%'198112114 \weniger Daten existieren zur Haufigkeit zusatzlicher Veranderungen von
ETV6 und RUNX1 beim Rezidiv der Erkrankung. Peter et al.'*® untersuchten 27
ETV6/RUNX1-positive Erstrezidive mittels Interphase-FISH und fanden in 85 %
zusatzliche Veranderungen der beiden Gene. Die ETV6-Deletion zeigten 52 %, eine
RUNX1-Amplifikation 37 % und Duplikation der(21)t(12;21) 26 % der Rezidive®.

Deletionen des ETV6-Gens gehoren aufgrund ihrer hohen Haufigkeit bei der
ETV6/RUNX1-positiven ALL zu den am besten charakterisierten zusatzlichen
Veranderungen. Die Ergebnisse verschiedener Studien weisen darauf hin, dass es sich
bei der ETV6-Deletion um ein in Bezug auf die Translokation sekundares Ereignis
handelt. Daflr spricht, dass die ETV6-Deletion bei einigen Patienten ausschlielich in

108,119,120 o4\vie der fehlende

Subklonen der Erkrankung nachgewiesen werden konnte
Nachweis einer ETV6-Deletion in putativ praleukamischen ETV6/RUNX1-positiven
Zellen Klinisch Gesunder®™%. Weiterhin konnte durch Bruchpunktanalysen der Deletion
zwischen Ersterkrankung und Rezidiv derselben ETV6/RUNX1-positiven ALL
nachgewiesen werden, dass die GroRe der Deletionen zwischen den
Erkrankungsstadien variierte, sowohl im Sinne einer Zunahme als auch einer Abnahme
oder auch fehlendem Nachweis der initial vorhandenen Deletion zum

Rezidivzeitpunkt!?1?2,
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Durch konventionelle Chromosomenanalysen (G-banding) konnten auch in weiteren
Chromosomen Aberrationen identifiziert werden. Dabei wurden Deletionen der
Chromosomen 6q, 8q, 9p, 11q, 12p und 13q, der Verlust des gesamten X-Chromosoms
sowie Zugewinne der Chromosomen 10, 16 und 21 als rekurrente zusatzliche
Aberrationen bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL-Ersterkrankung

nachgewiesen%>116:123,

Durch die Weiterentwicklung der molekulargenetischen Diagnostik, insbesondere durch
gesamtgenomisch hochauflésende Untersuchungsmethoden wie der Microarray-
basierten Genomhybridisierung (array comparative genomic hybridization, array CGH)
und dem Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-array, konnten in den letzten Jahren
eine Vielzahl zusatzlicher numerischer Aberrationen (DNA copy number aberrations,
CNA) in ETV6/RUNX1-positiven Leukadmiezellen bei der ALL-Ersterkrankung auch auf
submikroskopischer Ebene identifiziert werden?**3'. Dabei bestatigten sich einerseits
die zuvor mit niedrigerer Auflosung als haufig nachgewiesenen Veranderungen.
Zusatzlich konnten verschiedene fokale, auf einzelne Gene begrenzte Veranderungen
nachgewiesen werden. Eindeutig in der Uberzahl waren dabei Gendeletionen. Haufig
betroffen waren Gene, die fur die normale B-Zell-Differenzierung und B-Zell-Reifung
von Bedeutung sind. Dazu zéhlen die B-Zell-Transkriptionsfaktoren ETV6, PAX5, EBF1
und TCF4. Weiterhin haufig betroffen waren Gene mit Einfluss auf die
Zellzyklusregulation, Tumorsuppression und Apoptose. Das TBL1XR1-Gen, ein
negativer Transkriptionsregulator mit Schlisselfunktion fiur die durch nukleéare
Hormonrezeptoren vermittelte Transkriptionsrepression, sowie das Glukokortikoid-
rezeptorgen NR3C1, waren spezifisch bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL rekurrent

deletiert!?’128.130

Einzelne Studien untersuchten die Haufigkeit zusatzlicher CNA sowohl bei der
Erstdiagnose als auch beim Rezidiv der BCP-ALL in gepaarten Proben®*?***_ Beziglich
der rekurrent verédnderten Gene ergaben die Untersuchungen, dass Gene mit
Bedeutung fur B-Zelldifferenzierung, Zellzyklusregulation sowie fir Metabolisierung und
Wirkung von Medikamenten, beim Rezidiv ebenfalls haufig CNA aufwiesen. Insgesamt
zeigte sich eher eine Zunahme der Anzahl von Veranderungen von Ersterkrankung zum
Rezidiv. Mullighan et al. Konnten zeigen, dass Veranderungen, die ausschlie3lich in
den Rezidivproben nachweisbar waren, initial bereits in Subklonen der ALL

existierten*®?,
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Einleitung

Kirzlich untersuchte eine Studie eine kleine Anzahl gepaarter ETV6/RUNX1-positiver
Ersterkrankungs- und Rezidivproben auf das Vorhandensein zusétzlicher CNA. Hierbei
zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der Anzahl von Verdnderungen von der
Ersterkrankung zum Rezidiv (von durchschnittlich 7,5 auf 12,5 CNA pro untersuchte
Probe). Rekurrente Veranderungen in den 14 Proben waren Deletionen von Genen mit
Bedeutung fur die GC-vermittelte Apoptose wie Bcl2 modifying factor (BMF) und
NR3C1. Weiterhin waren Gene des MMR-pathways (MLH1, MSH2) rekurrent deletiert.
Die identifizierten BFM-Deletionen waren bereits initial vorhanden und blieben im
Rezidivmaterial erhalten, wahrend Deletionen von NR3C1 sowie der MMR-pathway-

Gene ausschlieRlich bzw. vorwiegend im Rezidivmaterial nachweisbar waren**.

Zusammenfassend konnte durch die beschriebenen hochauflésenden
gesamtgenomischen Untersuchungen demonstriert werden, dass die ETV6/RUNX1-
positive ALL durch eine hohe Inzidenz zuséatzlicher genetischer Veradnderungen
charakterisiert wird. In Ubereinstimmung mit dem derzeit angenommenen Modell fiir die
ETV6/RUNX1-positive Leukédmieentstehung, demnach ein ETV6/RUNX1-positiver
praleukamischer Zellklon erst durch weitere genetische Veranderungen leukamogen
transformiert wird, konnte ein Teil der ausschlieBlich im Rezidiv detektierten
Veranderungen auch in Subklonen der Ersterkrankung nachgewiesen werden. Wenig
ist bisher bekannt tber die prognostische Relevanz der identifizierten Veranderungen,

da eine Korrelation mit klinischen Daten bisher nicht systematisch erfolgte.
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2 Ziele dieser Arbeit

Trotz risikoadaptierter Behandlungsprotokolle sind die Heilungschancen von Kindern
mit Rezidiv einer ALL ungunstig. Verschiedene bekannte Risikofaktoren helfen, die
Patienten einzelnen Risikogruppen zuzuordnen und die Behandlungsintensitat
entsprechend anzupassen. Von wichtiger Bedeutung fur die Subklassifizierung beim
ALL-Rezidiv sind neben klinischen Faktoren bekannte genetische Veranderungen. Zu
diesen z&hlt die chromosomale Translokation t(12;21), aus der das Fusionsgen
ETV6/RUNX1 resultiert und die die haufigste bekannte chromosomale Translokation
beim ALL-Rezidiv darstellt. Insgesamt ist der Nachweis von ETV6/RUNX1 in den
Leukamiezellen beim ALL-Rezidiv mit einer ginstigen Prognose assoziiert. Allerdings
gilt dies nicht fur alle Patienten mit Nachweis des Fusionsgens. Welche genetischen
Veranderungen fur die Unterschiede im Krankheitsverlauf von Bedeutung sind ist

bislang nicht bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung zuséatzlicher genetischer
Veranderungen in ETV6/RUNX1-positiven Leukdmiezellen zum Zeitpunkt der ALL-
Rezidivdiagnose. Hierfur wurden die Leukadmiezellen von 51 ETV6/RUNX1-positiven
ALL-Rezidiven mittels hochauflésender gesamtgenomischer BAC-Array-CGH auf das
Vorhandensein von Kopienzahlverdnderungen hin untersucht. Rekurrent identifizierte
Veranderungen wurden anschlieBend durch Korrelation mit klinischen Patientendaten
auf eine mogliche prognostische Relevanz hin analysiert. Schlie3lich wurde fur eine der
gefundenen Veranderungen eine Validierung der Ergebnisse mittels Interphase FISH

an KM-Ausstrichen vom Zeitpunkt der Rezidivdiagnose durchgefinhrt.
In der vorliegenden Arbeit sollten im Einzelnen folgende Fragen beantwortet werden:

e Welche Art von zusatzlichen numerischen Aberrationen (Kopienzahlveranderungen)
sind in ETV6/RUNX1-positiven Leukamiezellen zum Zeitpunkt der Diagnose eines
ALL-Rezidivs im Kindesalter nachweisbar?

¢ Gibt es eine Haufung von Kopienzahlveranderungen in einzelnen chromosomalen

Regionen?

e Zeigt sich eine Assoziation zwischen rekurrent nachweisbaren
Kopienzahlver&dnderungen und klinisch prognostischen Parametern der ALL-

Rezidive?
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3 Patientenproben, Material und Methoden

3.1 Patienten und Proben

Fur die Untersuchungen wurden DNA und KM-Ausstriche von KM-Proben verwendet,
die zum Zeitpunkt der Rezidivdiagnose aus dem KM der Patienten entnommen worden
waren. Die Patientenproben stammen aus Kliniken, die an der multizentrischen
Therapieoptimierungsstudie zur Behandlung von Kindern mit Rezidiv einer ALL (ALL-
REZ BFM) teilnehmen. Die Patienten wurden fur die Rezidivtherapie in die Studie
eingeschlossen und entsprechend der Protokollfassungen aus den Jahren 1990,
1995/1996 und 2002 behandelt. Von allen Patienten bzw. deren Eltern oder
Erziehungsberechtigten liegt eine schriftliche Einwilligungserklarung zur Teilnahme an
der Therapieoptimierungsstudie und damit verbundener Untersuchungen von KM und
Blut im Rahmen begleitender Forschung vor. Die Proben wurden fur die
Begleituntersuchungen im Rahmen der ALL-REZ BFM Studie asserviert. Die
Rezidivproben wurden auf das Vorhandensein der Fusionstranskripte ETV6/RUNX1
und BCR-ABL sowie auf Aberrationen des MLL-Gens nach Umschreibung der RNA in
cDNA mittels PCR untersucht.

Fir die vorliegende Arbeit wurden Patienten anhand der folgenden Einschlusskriterien

ausgewahlt:

e Erstrezidiv einer BCP-ALL

e Alter bei Rezidivdiagnose <18 Jahre

e Behandlung protokollgerecht gemafl ALL-REZ BFM

e Beteiligung des KM bei Rezidivdiagnose

e Nachweis des ETV6/RUNX1-Fusionsgens (Translokation t(12;21))

e Leukamiezellanteil im KM bei Rezidivdiagnose >60 % vor Anreicherung der

mononukledren Zellen durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation

Von 113 protokollgerecht gemafd ALL-REZ BFM behandelten ALL-Rezidivpatienten, bei
denen die o.g. Einschlusskriterien erfullt waren, konnten nach Berucksichtigung des
erforderlichen Leukadmiezellanteils im KM und der notwendigen DNA-Qualitdt und DNA-

Menge 51 Patientenproben ausgewahlt werden.
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3.1.1 Referenz-DNA fiur die array CGH

Als gesunde Referenz- oder Kontroll-DNA fur die array CGH wurde von zehn gesunden
weiblichen und zehn gesunden mannlichen Spendern Blut entnommen und die DNA
aus Blutleukozyten extrahiert. Die DNA-Proben wurden anschlieRend nach Geschlecht
getrennt zu Mischproben gepoolt und als weiblicher bzw. mannlicher DNA-Pool als

Referenz fir die array CGH-Hybridisierungen eingesetzt.

3.2 Material

3.2.1 Verbrauchsmaterialien

Chemikalien Hersteller
PBS-Dulbecco (1x) Biochrom AG, Berlin, D
RPMI 1640 Medium, 1x Biochrom AG, Berlin, D
Turks Loésung Merck, Darmstadt, D
2-Propanol Merck, Darmstadt, D

Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin, D
Agarose SERVA Serva, Heidelberg, D
Ethidiumbromid (Lésung 1 % in Wasser) Merck, Darmstadt, D

100 bp Basenleiter (1 pg/ul) Invitrogen, Karlsruhe, D

Ethanol zur Analyse (z. A.)
Methanol z. A.

Essigsaure z. A.
Magnesiumchorid-Hexahydrat z. A.

Salzsaure 1 mol/L

Formaldehyd mindestens 37 % z. A.

Formamid deionisiert
Natrium-Acetat, wasserfrei z. A.
SDS 10 %

Dextransulfat 500 Natriumsalz

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Serva, Heidelberg, D

BSA (Bovine Serum Albumin)

Vectashield Eindeckmedium

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D
Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaureate (Tween 20)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, D

Fixogum Marabuwerke GmbH & Co., Tamm, D
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Hersteller

Puregene DNA Isolation Kit

GenomePlex Whole Genome
Amplification (WGA) Kit

Nick Translation Reagent Kit
BioPrime Labeling System

Puffer bzw. Lésungen

Gentra Systems, Minneapolis, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D

Abbott GmbH, Wiesbaden, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Zusammensetzung

10x Erythrozytenlyse-Puffer

50x TAE

10x PBS

20x SSC-Puffer

Ladepuffer, Gelelektrophorese
Prahybridisierungspuffer (FISH)

FDST-Puffer

Waschlésung 1
PN-Puffer

Prahybridisierungspuffer (array CGH)

82,99 1,55M NH,CI + 10g 0,1M KHCO3; + 2ml 0,5M
EDTA ad 1000ml H,O

2429 Tris Base + 57,1ml Eisessig 100 % + 100ml|
0,5mM EDTA ad 1000ml H,O

1,37M NaCL, 27mM KCI, 100mM Na2HPO4, pH 7,4

3M NacCl, 300mM Natriumcitrat, ddH,O, pH 7,0

20g Saccharose + 0,125g Xylene Cyanol + 0,125¢g
Bromphenolblau ad 50ml H,O

2x SSC, 10 % Dextransulfat, 50 % Formamid, pH 7-
8

0,8g Dextransulfat in 5ml Formamid + 1ml 20x SSC
+ 7 ml H,O. Auf 70 °C erhitzen, durch kraftiges
mischen losen. pH7

50 % Formamid, 2x SSC, 0,1 % SDS
100mM Natriumphosphat (pH 8,0) + 0,05 % NP40

4x SSC, 0,1 % SDS, 25 % Formamid

Hybridisierungspuffer 2,8x SSC, 8 % Dextransulfat, 70 % Formamid
Enzyme Hersteller

RNAse A Roche Diagnostics, Mannheim, D

Pepsin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D

Nukleinsaure

Hersteller

Cotl Human DNA

Ultra Pure Herring Sperm DNA Solution
tRNA

BAC-Klon RP11-773M18

BAC-Klon RP11-614D16

Roche Diagnostics, Mannheim, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

MPI fur Molekulare Genetik, Berlin, D
MPI fur Molekulare Genetik, Berlin, D
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Farbstoff

Hersteller

DAPI (4.6-Diamidino-2-Phenylindol
Dihydrochlorid), Kerngegenféarbung

SpectrumOrange™-dUTP

FITC-12-dUTP (Fluoreszein-12-2’-deoxy-
uridin-5’-triphosphat)

Carbocyanin (Cy) 3 dUTP
Carbocyanin (Cy) 5 dUTP

3.2.2 Gerate

Gerate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D
Abbott GmbH, Wiesbaden, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, D
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, D

Hersteller

Elektrophoresekammer, Wide Mini Sub Cell
Spannungsgenerator Power Pack P25

Geldokumentationsanlage,
Video Graphic Printer UP-895 MD

UV-Transluminator, Gene Flash
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Zentrifuge 5415D und 5810

Heizblock, Thermostat 5320

Heizplatte

Thermo Leader Dry Block Heat Bath
Wasserbad, Schittelwasserbad
Kombischuttler KL2

Thermomixer 5430

Vortex-Genie 2

Slidebooster

Laserscanner

PDC Cycler Primus Multiblock
Fluoreszenzmikroskop, ZEISS Axiophot

ZEISS Neofluar Objektive:
63x1,25 Oil Iris, 63x1,4 OIl

Lichtmikroskop (CPL W 10x/18)

HBO100 Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe
Reflektorschieber 4 FL fur ZEISS Axiophot
Dualband-Filterset FITC

Filterset DAPI

Filterset SpectrumOrangeTM

Deckglaser eckig 18x18mm, 24x60mm
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BIO-RAD, Miinchen, D
Whatman Biometra, Géttingen, D

Sony, Tokio, Japan

Syngene, Cambridge, UK

NanoDrop Technologies, Wilmington, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

UniEquip GmbH, Planegg, D
UniEquip GmbH, Planegg, D

Grant Instruments, Cambridge, UK
Edmund Buhler GmbH, Hechingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Scientific Industries, Bohemia, USA
Implen, Minchen, D

Agilent Technologies, Boblingen, D
MWG Biotech AG, Ebersberg, D
ZEISS, Oberkochen, D

ZEISS, Oberkochen, D

ZEISS, Oberkochen, D

Osram GmbH, Minchen, D

AHF Analysetechnik, Tubingen, D
AHF Analysetechnik, Tubingen, D
AHF Analysetechnik, Tubingen, D
AHF Analysetechnik, Tubingen, D
Engelbrecht GmbH, Edermiinde, D
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3.3 Methoden

3.3.1 Zellaufarbeitung — Dichteseparation mononuklearer Zellen

Vor Extraktion der DNA erfolgte die Separation der mononuklearen Zellen aus dem KM
der Patienten bzw. aus dem Blut der gesunden Spender durch eine Dichteseparation
mittels Ficoll-Gradienten. Zunachst wurde die Leukozytenzahl der Probe in der
Zahlkammer bestimmt und entsprechend der Zellzahl mit RPMI-Medium verdinnt. 5 ml
der verdiinnten Probe wurden tber 4 ml Ficoll-Separations-Losung geschichtet und bei
2000 U/min far 18 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uber der Ficoll-Lésung
durch die Zentrifugation entstandene Zellring mit den darin enthaltenen mononuklearen
Zellen abpipettiert und in ein neues Rohrchen Uberfihrt. Wiederum wurde mit RPMI
aufgefullt und bei 1500 U/min fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Konsistenz des Zellpellets beurteilt. Waren Erythrozyten sichtbar,
erfolgte eine Erythrozytenlyse. Hierfir wurde das Zellpellet in Erythrozytenlysel6sung
resuspendiert, erneut zentrifugiert (1500 U/min, 10 min.), der Uberstand verworfen und
das Zellpellet wiederum mit PBS gewaschen und zentrifugiert (1500 U/min, 10 min.).
Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS (10 ml) und jeweils zwischenzeitlicher
Zentrifugation (1500 U/min, 10 min) wurde das Zellpellet abhangig von der Grol3e in 1-
10 ml PBS aufgenommen und abschlieBend die Zellzahl bestimmt. Fir die sich
anschlieBende DNA-Extraktion wurden die Zellen umgehend in DNA-Lysepuffer

transferiert.

3.3.2 DNA-Isolierung

Fir die DNA-Isolierung wurde der Puregene DNA-Isolation Kit (Gentra Systems,
Minneapolis, USA) entsprechend der Empfehlungen des Herstellers verwendet. Die
Zellen wurden zuerst mit der Cell Lysis Solution lysiert, Proteine dann mittels Protein
Precipitation Solution entfernt und anschlieBend wurde die DNA mittels 100 %
Isopropanol gefallt und mit 70 % Ethanol gewaschen. Schlief3lich wurde die DNA in der
DNA Hydration Solution rehydriert und bleibt in Lésung bei —20 °C stabil. Die DNA-
Quantitat wurde durch ein NanoDrop Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA) ermittelt. Die DNA-Qualitdt wurde mittels NanoDrop und durch
Agarose-Gelelektrophorese beurteilt.
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3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von Nukleinsauren (DNA,
RNA) ihrer Grof3e nach. Ein Basenpaarmarker bekannter Basenpaarlange dient als
GroRRenstandard und wird zuséatzlich zu der zu untersuchenden DNA im Agarosegel
aufgetragen. Nach Anlegen einer Spannung wandern die negativ geladenen DNA-
Molekile vom negativen zum positiven Spannungspol durch die Gelmatrix. Die
Geschwindigkeit ist abhéngig von der Basenpaarlange der zu analysierenden DNA
sowie der Konzentration des Agarosegels. Dies resultiert in einer Auftrennung der DNA
nach ihrer MolekilgroRe. Durch Farbung des Gels mit Ethidiumbromidlésung, das in die
DNA interkaliert, kbnnen die aufgetrennten DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar
gemacht werden. Fir die vorliegende Arbeit wurde die Agarose-Gelelektrophorese fir
die Beurteilung der Qualitat der isolierten Patienten-DNA sowie zur Beurteilung der
GroRRe der bei der Whole Genome Amplification und Nick Translation generierten DNA-
Fragmente gebraucht. Daftr wurden 1 bzw. 2 %ige Agarosegele (1 bzw. 2 g Agarose
gel6st in 100 ml 1x TAE-Puffer) verwendet.

3.3.4 Microarray-basierte komparative Genomhybridisierung

Die Microarray-basierte komparative Genomhybridisierung (array CGH) ist eine
molekularzytogenetische Methode, die die genomweite Detektion von numerischen
chromosomalen  Aberrationen  ermdglicht'®**%.  Dadurch kénnen in einem
Hybridisierungsschritt eine Vielzahl von Genloci simultan auf das Vorhandensein von
CNA untersucht werden. Die array CGH stellt eine Weiterentwicklung der
konventionellen CGH dar, bei der unterschiedlich fluoreszenzmarkierte Test-
(Patienten-) und Referenz- (Kontroll-) DNA auf normale Metaphase-Chromosomen
hybridisiert werden'*’. Die maximale Aufldsung, die mit der konventionellen CGH im

gunstigsten Fall erreicht werden kann, liegt bei 3 Mb**2.

Bei der array CGH werden die Metaphasechromosomen durch genomisch kartierte
DNA-Fragmente ersetzt, die bestimmte genomische Regionen oder das gesamte
Genom reprasentieren und auf einem Glasobjekttrager immobilisiert sind. Dadurch kann
das Auflosungsvermogen der Methode wesentlich gesteigert werden. AulRerdem wird
durch die weitgehende Automatisierung der Prozessablaufe eine hohe Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit erreicht. Als DNA-Fragmente kénnen unter anderem BAC (Bacterial

Artificial Chromosome)-Klone, cDNA-Klone oder Oligonukleotide dienen. BAC-Klone
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sind kunstlich erzeugte Bakterienchromosomen, die aus E. coli hergestellt werden und
als Vektoren fir die Vermehrung von Fremd-DNA mit einer Fragmentgrof3e bis maximal
300 kb dienen. Die Kopienzahl der im BAC-Klon enthaltenen DNA-Fragmente
beschrankt sich auf ein oder zwei Kopien pro Bakterienzelle. Durch Kultivierung der
Zellen kann eine grof3ere Menge der inserierten DNA-Fragmente gewonnen werden®®.
Im Vergleich zu alternativen Vektortypen wie YACs (Yeast Artificial Chromosome), mit
denen grolRere Genomabschnitte kloniert werden kénnen (>20 Mb) und Plasmiden,
deren maximale Insertionsgrof3e bei 40 kb liegt, zeichnen sich BAC-Klone durch ihre
Stabilitat aus. So sind Deletionen oder Rearrangments der klonierten Genomabschnitte
sehr selten. Weiterhin ist die hohe Intensitdt des Hybridisierungssignals bei der

Verwendung von BAC-Klonen fur die array CGH von Vorteil.

Die Auflosung der array CGH ist abhangig von der Anzahl der DNA-Fragmente und von
der Dichte mit der diese das Genom abdecken und auf den Glastrager (Array)
aufgebracht sind. Mit hochauflésenden tiling-path BAC-arrays, die das Genom in
Uberlappender Form abdecken, kann eine Auflésung von bis zu 70 kb erreicht werden.
Dies ermoglicht die Detektion submikroskopischer numerischer Aberrationen und die
Identifizierung von Kopienzahlverdnderungen einzelner Gene. Wie bei der
konventionellen CGH werden die zu untersuchende DNA und die Referenz-DNA mit
Fluoreszenzfarbstoffen wie Carbocyanin (Cy) 3 (rotes Signal, Markierung der Referenz-
DNA) und Cy5 (grines Signal, Markierung der Test-DNA) unterschiedlich
fluoreszenzmarkiert. AnschlieRend werden die markierten Proben auf die DNA-
Fragmente (BAC-Klone), die auf einen Glasobjekttrdger aufgebracht sind,
kohybridisiert.

Abhangig vom Kopienzahlverhaltnis zwischen Test- und Referenz-DNA ergeben sich
unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten. So bindet im Falle einer Deletion in der Test-
DNA weniger Test-DNA an die entsprechenden BAC-Klone, die diese Region im
Genom reprasentieren. Dadurch Uberwiegt das rote Fluoreszenzsignal der Referenz-
DNA. Umgekehrt fihren DNA-Kopienzahlzugewinne in der Test-DNA zu einem
Uberwiegen des griinen Fluoreszenzsignals. In Regionen, in denen das Verhaltnis von
Test- zu Referenz-DNA ausgewogen ist, also keine DNA-Kopienzahlveranderungen
vorliegen, ergibt sich ein gelbes Fluoreszenzsignal. Die Fluoreszenzsignale fur das
gesamte Genom werden durch einen Laserscanner detektiert. Schliel3lich werden diese

Daten mit Hilfe einer Auswertesoftware in Form eines genomischen Profils angezeigt
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und die weitere Auswertung der Daten hinsichtlich chromosomaler Verluste oder

Zugewinne ermoglicht (siehe auch Abbildung 6).

Die Durchfuhrung der array CGH-Hybridisierungen erfolgte am Max Planck Institut
(MPI) far Molekulare Genetik Berlin, Abteilung Ropers, in der Arbeitsgruppe Molekulare
Zytogenetik von Dr. R. Ullmann. Der am MPI hergestellte und etablierte Array ist ein
hochauflosender tiling-path BAC array, der das gesamte Genom in Giberlappender Form
abdeckt. Der Array besteht aus mehr als 36.000 Klonen und setzt sich zusammen aus
dem 32.433 BAC-Klone umfassenden und das gesamte Genom Uberlappend
abdeckenden ,human 32k Re-array Set***** dem 1-Mb Sanger Set'** und einem Set

aus subtelomeren Klonen. Die Auflosung liegt bei etwa 100 kb (70-150 kb).
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Datenanalyse und Visualisierung mittels CGHPRO

Abbildung 6: Prinzip der Mikroarray-basierten komparativen genomischen Hybridisierung (array CGH).
Die unterschiedlich fluoreszenzmarkierte Patienten-DNA (Cy5, griin) und Referenz-DNA (Cy3, rot) sowie
Cotl DNA werden auf den array definierter genomisch kartierter BAC-Klone kohybridisiert. Die Detektion
der Fluoreszenzsignale erfolgt durch einen Laserscanner. Fir die Visualisierung und weitere Analyse der
Daten wurde die Software CGHPRO™ verwendet. Rechts dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem
genomischen Profil eines der untersuchten ALL-Rezidive. Abgebildet ist Chromosom 12. Jeder Punkt
entlang des Chromosoms entspricht einem einzelnen BAC-Klon. Im Bereich des kurzen Arms werden ein
genomischer Verlust und ein Zugewinn durch Uberschreitung definierter Schwellenwerte im Profil als rote
bzw. grine Markierung angezeigt.
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3.3.5 Whole Genome Amplification (WGA)

Fur die array CGH wurden alle DNA-Proben nach einheitlicher Isolierung der DNA aus
KM (Patienten) bzw. Blut (gesunde Kontrollen) (siehe 3.3.2) zunéchst mit dem
GenomePlex Whole Genome Amplification (WGA) Kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, D), einheitlich entsprechend der Empfehlungen des Herstellers amplifiziert.
Die Methode der WGA beinhaltet zunachst eine zufallige Fragmentierung der
eingesetzten DNA in Uberlappende DNA-Segmente von 100 bis 1000 bp Lange.
Anschlie3end werden die generierten DNA-Fragmente durch die Ligation von Primern
an die Fragmentenden in eine sogenannte OmniPlex®-Bibliothek umgewandelt. Die
OmniPlex®-Bibliothek besteht aus kleinen DNA-Molekiilen, die von universellen Primer-
Bindungsstellen flankiert werden. Durch den Einsatz universeller Oligonukleotid-Primer
kénnen diese in einer PCR-Reaktion vervielfaltigt werden. Durch die gleichmafige und
reprasentative PCR-Amplifikation des gesamten Genoms durch WGA, kann mit
niedrigeren Ausgangsmengen der limitiert verfigbaren Patienten-DNA gearbeitet
werden. So werden 10 pl DNA (Konzentration 1 ng/ul) fur die WGA eingesetzt.
Zusatzlich kann durch diese Vorbereitung der Proben das Ergebnis der
Hybridisierungen durch die Verbesserung von Markierungseffizienz und Signal-Rausch-

Verhéltnis optimiert werden***. Im Folgenden ist das Protokoll fiir die WGA beschrieben:

Zuféllige Fragmentierung der DNA

— Eingesetzte DNA auf eine Ausgangskonzentration von 1ng/pl verdinnen

— Zugabe von 1 pl 10x Fragmentierungspuffers (Kit) zu 10 pl DNA

— Inkubation bei 95 °C fur 4 min, anschlieRend sofort auf Eis kiihlen, kurz zentrifugieren

Generierung der OmniPlex-Bibliothek aus den DNA-Fragmenten

— Zugabe von 2 pl ,Library Preparation‘ Puffer (Kit) und von 1 pl ,Library Stabilization‘ Losung (Kit)

— Inkubation bei 95 °C fur 2 min, anschlieend auf Eis kihlen, kurz zentrifugieren

— Zugabe von 1 pl des ,Library Stabilization Enzyms (Kit) (auf Eis pipettieren), sorgfaltig mischen,
kurz zentrifugieren

— Inkubation in der PCR-Maschine bei 16 °C fir 20 min, 24 °C fir 20 min, 37 °C fur 20 min, 75 °C fur
5 min, 4 °C forever, PCR-Produkt kurz abzentrifugieren

— Die Genomamplifizierung kann sofort oder bei Lagerung bei -20 °C nach bis zu 3 Tagen erfolgen

Amplifikation

— Folgende Reagenzien werden zu dem 15 pl-OmniPlex-Bibliothek-Ansatz hinzupipettiert:
7,5 pl 10x ,Amplification Master Mix‘ (Kit); 47,5 ul nukleasefreies Wasser; 5,0 pl WGA DNA
Polymerase (Kit)

— sorgfaltig mischen, kurz abzentrifugieren

— Inkubation in der PCR-Maschine bei 95 °C fir 3 min (initiale Denaturierung), dann 14 Zyklen bei
94 °C fur 15 sec, 65 °C fiur 5 min, 4 °C forever

— Uberpriifen der Qualitat des PCR-Produktes mittels Agarose-Gelelektrophorese (100 bp
GroRenstandard)

Protokoll 1: Whole Genome Amplification

31



Patientenproben, Material und Methoden

3.3.6 Random Primed Labeling

Die praamplifizierte DNA der 51 ETV6/RUNX1-positiven Leukadmiezellproben und die
gepoolte DNA der zehn mannlichen und der zehn weiblichen gesunden Spender, wurde
anschlieBend durch sogenanntes ,Random Primed Labeling’ (BioPrime Labeling
System, Invitrogen, Carlsbad, USA) unterschiedlich fluoreszenzmarkiert. Je 1 ug DNA
pro Probe wurden fur das Labeling eingesetzt. Das ,Random Primed Labeling’ ist eine
Methode der direkten DNA-Markierung. Dafur wird die doppelstrangige zu markierende
DNA zunéchst denaturiert. Dann werden kurze zuféllig an die DNA bindende ,random’
Primer als Startpunkt fir die Neusynthese des DNA-Strangs durch das Enzym EXxo-
Kleenow-Fragment (grol3e Untereinheit der DNA Polymerase | aus E. coli), verwendet.
Die Markierung erfolgt Uber den Einbau fluoreszenzmarkierter Nukleotide in den so
synthetisierten komplementaren DNA-Strang. Die Leuké&miezell-DNA wurde mit Cy5
(grunes Fluoreszenz-Signal), die Referenz-DNA mit Cy3 (rotes Fluoreszenz-Signal)
markiert. Die Einzelschritte der DNA-Markierung mittels ,Random Primed Labeling’ sind
in Protokoll 2 aufgefuhrt.

— Je 1 ug praamplifizierte Leukamiezell- und Referenz-DNA (Referenz-DNA wie beschrieben
getrennt nach Geschlecht und gepoolt) auf Eis in einzelne Eppendorf-Reaktionsgefalle
pipettieren

— Zugabe von jeweils 20 pl 2,5x ,Random Primer* Lésung (Kit), mischen, kurz abzentrifugieren

— Denaturierung der DNA bei 95 °C fir 5 min

— Sofort fur 5 min auf Eis lagern, anschlieBend kurz abzentrifugieren

— Folgende Reagenzien werden in jedes der Eppendorf-Reaktionsgefal3e zur DNA hinzupippetiert:
5,0 pl 10x dUTP ,Nucleotide-Mix* (Kit); 3,0 ul Cy3-dUTP oder Cy5-dUTP; 1,0 ul Exo-Klenow
Fragment (Kit)

— sorgfaltig mischen, kurz abzentrifugieren

— Inkubation bei 37 °C Gber Nacht

— sorgfaltig mischen, kurz abzentrifugieren

— Beendigung der Markierungsreaktion durch Zugabe von 5 pl ,Stop‘ Losung (Kit) in jedes der
ReaktionsgeféaRe, sorgfaltig mischen

— Aufreinigung der Proben mit Hilfe des im Kit enthaltenen ,Purification Modules' entsprechend der
Empfehlungen des Herstellers um die nicht eingebauten Nukleotide zu entfernen

— Markierte Proben zusammenfiihren (jeweils markierte weibliche Leukamiezell-DNA mit
markierter weiblicher Referenz-DNA bzw. mannliche Leukémiezell-DNA mit ménnlicher
Referenz-DNA)

— Lichtschutz beachten!

Protokoll 2: DNA-Markierung mittels Random Primed Labeling

3.3.7 Hybridisierung und Waschen der Arrays

Nach Aufreinigung der markierten DNA-Proben werden diese gemeinsam mit einem
Uberschuss an nicht markierter hochrepetitiver humaner Cotl DNA geféllt und in tRNA
und 10% SDS sowie Hybridisierungspuffer (2,8x SSC, 8 % Dextransulfat, 70 %
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Formamid) gelost. Die Zugabe von Cotl DNA unterdriickt die unspezifische Bindung
hochrepetitiver DNA-Sequenzen und vermindert damit das Auftreten unspezifischer
Signale. Nach Denaturierung wird das Hybridisierungsgemisch bei 42 °C fur mindestens
2 Stunden inkubiert, um die Anlagerung der Cotl DNA an die repetitiven DNA-
Sequenzen von Test- und Referenz-DNA zu ermoglichen. Die Kohybridisierung der
markierten DNA auf den Array erfolgt automatisiert in einer Slidebooster
Hybridisierungsstation (Implen, Minchen, D) bei 42 °C fur 24 Stunden. Anschliel3end
werden durch mehrere Waschschritte in verschiedenen Puffern unspezifisch
gebundene Sonden entfernt. Die Vorbereitung der Glasobjekttrager sowie die
Einzelschritte der Hybridisierung und des sich anschlielenden Waschens sind in den

folgenden Protokollen beschrieben:

Durchfihrung kurz vor der Hybridisierung
— Zugabe von 0,3 g BSA (Bovine Serum Albumin) und 200 pl Herring Sperm DNA zu 60 ml
Prahybridisierungspuffer (4x SSC, 0,1 % SDS, 25 % Formamid), auf 42 °C vorwarmen
— Inkubation des Glasobjekttragers im supplementierten Prahybridisierungpuffer bei 42 °C fir 1 h
— AnschlieRend Glasobjekttrager umgehend mit H,O (Millipore) absptilen
— Trocknen des Glasobjekttragers durch Zentrifugieren bei 150 g fir 5 min bei Raumtemperatur

Fallung und Denaturierung der Sonden, Hybridisierung

— Zu den markierten und zusammengefihrten Leukdmiezell- und Referenz-DNA-Proben werden
500 pg humaner Cot1-DNA hinzugefugt.

— Fallung der gepoolten DNA (markierte DNA + nicht markierte Cot1-DNA) durch Zugabe von 30 pl
Natriumacetat 3M, pH 5,5 und 825 pl eiskaltem EtOH 100 % bei -20 °C tber Nacht (mind. 2 h)

— Zentrifugieren bei 4 °C fir 30 min

— den Uberstand verwerfen

— Pellet (gefallte DNA) mit 100 pl EtOH 70 % waschen

— Zentrifugieren bei 4 °C fur 15 min (Entfernung Uberschissiger Salze)

— Uberstand verwerfen und Pellet bei Raumtemperatur trocknen lassen

— Pellet I6sen in 4 pl Hefe-tRNA (100 pg/pl) und 8 pl SDS, gut mischen

— Zugabe von 28 ul FDST, gut mischen

— Denaturierung bei 70 °C fur 15 min

— Inkubation bei 42 °C fur 2 h um die Anlagerung der Cot1-DNA an die repetitiven Sequenzen der
Leukamiezell- und Referenz-DNA zu ermdglichen

— den Ansatz aus markierten Proben und Cot1-DNA auf den Glasobjekttrager (Array) tberfihren,
mit einem Deckglas abdecken

— Hybridisierung bei 42 °C flr 20-24 h im Slide Booster

Waschen

— Vorwarmen der Waschldsung 1 (50 % Formamid, 2 x SSC, 0,1 % SDS) auf 42 °C

— Deckglaser in 2 x SSC entfernen

— Glasobjekttrager fir 15 min in der Waschlésung 1 bei 42 °C waschen

— kurz in PN-Puffer bei Raumtemperatur eintauchen

— Glasobjekttrager in eine zweite Glaskivette mit frischem PN-Puffer fiir 10 min bei
Raumtemperatur (Schuittler) waschen

— Waschen in PBS fiir 30 sec bei Raumtemperatur

— Fur 2-3 sec in H20 (Millipore) eintauchen

— Trocknen der Glasobjekttréager durch Zentrifugieren bei 150 g fur 5 min bei Raumtemperatur

— Glasobjekttrager direkt anschlieRend Scannen

Protokoll 3: Préhybridisierung des Glasobjekttragers (Array)
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3.3.8 Aufzeichnung und Auswertung der array CGH-Hybridisierungssignale

Direkt nach dem Waschen werden die Fluorezenzsignale durch einen Laserscanner
(Agilent Technologies, Boblingen, D) bei 532 nm (Cy3) und 635 nm (Cy5) gescannt, um
die Fluoreszenzintensititen beider Farbstoffe aufzuzeichnen. Dabei spiegelt das
Verhéltnis der Signalintensitaten der Fluorochrome die Kopienzahl im Patientengenom

relativ zum Referenzgenom wider.

Die resultierenden 16-bit TIFF Bilder enthalten ein Uberlagerungsbild der gescannten
Fluoreszensignale und wurden mittels GenePixPro 5.0 analysiert. Die Analyse
beinhaltete die Selektion der auswertbaren Spots, die Berechnung der
Fluorezenzintensitaten sowie des lokalen Hintergrundes fir jeden einzelnen Spot und
die Segmentierung der Daten. Dabei werden die erfassten Fluoreszenzintensitaten
jedes einzelnen Pixels des gescannten Bildes den entsprechenden Spots im Array und
deren Lokalisation im Genom zugeordnet. Diese Ergebnisse werden in einer GenePix
Result (gpr.) Datei gespeichert, die dann in die Auswertesoftware eingelesen werden
kann. Fur die weitere Analyse und Visualisierung der array CGH-Daten wurde die am
MPI fiir Molekulare Genetik in Berlin entwickelte Software CGHPRO*? verwendet. Die
Normalisierung der Daten erfolgte mittels subgrid LOWESS. Ziel der Normalisierung ist
die  Korrektur systematischer Fehler, die bei der Aufzeichnung der
Fluoreszenzintensitaten beispielsweise durch unterschiedliche Markierungseffizienzen
auftreten koénnen. Die Kopienzahlunterschiede werden anschlieBend durch
verschiedene Algorithmen wie Hidden Markov Models oder Circular Binary

Segmentation objektiv festgestellt.

Durch die CGHPRO-Software werden die Verhéaltnisse der Fluoreszenzintensitaten
zwischen Leukamiezell- und Referenz-DNA in Log2-Werte umgewandelt und die
Kopienzahlunterschiede (chromosomale Verluste bzw. Zugewinne in der Leukamiezell-
DNA relativ zur Referenz-DNA) durch die Uberschreitung definierter Schwellenwerte
graphisch dargestellt (siehe Abbildung 7). Als Grenzwert fur einen Kopienzahlverlust
wurde eine Log2-Ratio Probe/Referenz von kleiner -0,3, fiur einen Kopienzahlzugewinn
ein Log2-Ratio Probe/Referenz von groller 0,3 festgesetzt. Im Profil angezeigte
Veranderungen wurden als genomische Aberration gewertet, wenn mindestens drei
benachbarte BAC-Klone betroffen waren und die Ver&nderungen nicht durch bekannte
Kopienzahlvariationen (CNV) Uberlagert wurden. Daraus ergibt sich eine praktische

Auflésung des Arrays von ca. 100-150 kb, in Abhangigkeit von der Dichte mit der die
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jeweiligen chromosomalen Regionen durch die Uberlappenden BAC-Klone reprasentiert

werden.

Mit zunehmender Auflésung gesamtgenomischer Untersuchungsverfahren wie der
array CGH und den SNP-arrays, werden neben CNA in wachsender Zahl auch CNV
identifiziert. Als CNV werden DNA-Abschnitte bezeichnet, die in variabler Kopienzahl
(Deletionen oder Amplifikationen) verglichen zu einem Referenzgenom vorliegen. CNV
sind haufig von submikroskopischer Grof3e und werden sowohl bei bestimmten
Erkrankungen, als auch in der Normalbevolkerung detektiert. CNV die in mehr als 1 %
der Normalbevoélkerung nachweisbar sind und nicht mit einem pathologischen Phanotyp

assoziiert sind, werden als Kopienzahlpolymorphismen bezeichnet'*.

In einer online verfiugbaren Datenbank, der ,Database of Genomic Variants’
(http://projects.tcag.cal/variation) werden CNV, die in gesunden Kontrollproben
identifiziert wurden, erfasst. Die Datenbank enthalt dber 6000 CNV, die fir einen
Vergleich mit identifizierten Veradnderungen zur Verfigung stehen. Die CGHPRO
Software ermdglicht die direkte Projektion aller in der Datenbank erfassten CNV auf die
chromosomalen Regionen. In der vorliegenden Arbeit wurden detektierte
chromosomale Veranderungen, die von bekannten CNV uberlagert wurden, von der

weiteren Datenauswertung ausgeschlossen.
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Abbildung 7: Genomisches array CGH-Profil eines ALL-Rezidivs.

Dargestellt ist der Log2 Wert des Verhaltnisses der unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Patienten- und
Referenz-DNA (Cy3 und Cy5). Die Uberschreitung definierter Schwellenwerte wird im Profil als rote
(log2ratio Probe/Referenz —0,3, DNA-Kopienzahlverlust) bzw. griine (log2ratio Probe/Referenz 0,3, DNA-
Kopienzahlzugewinn) vertikale Linie angezeigt. Das hier beispielhaft gezeigte array CGH-Profil einer von
insgesamt 51 analysierten ETV6/RUNX1-positiven Patientenproben, zeigt Aberrationen der
Chromosomen 5, 8, 9, 12, 13, 15, 17 und 19. In den roten K&sten ist eine 4,9 Mb groRe Deletion von
Chromosom 12p dargestellt, die zusatzlich in vergréRerter Ansicht gezeigt wird, wodurch die einzelnen
BAC-Klone sichtbar werden. Darstellung mittels CGHPRO™.
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3.3.9 Nick Translation

Die Nick Translation ist eine Methode zur DNA-Markierung'#®. Dabei werden durch die
5-3’ Exonuklease-Aktivitdt der DNA Polymerase | Einzelstrangbriiche (sogenannte
,Nicks“) in die DNA gesetzt. An den so gebildeten DNA-Fragmentenden werden
anschlielend die eingesetzten markierten Nukleotide durch die Polymeraseaktivitat des
Enzyms am 3’OH-Ende angelagert und eine neue doppelstrangige DNA synthetisiert.
Durch den Einsatz fluoreszenzmarkierter Nukleotide, die in den neu synthetisierten
DNA-Strang eingebaut werden, wird die DNA markiert und dient als Sonde. Diese kann
durch ein Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Nick Translation angewendet, um die fur die FISH als Sonden dienenden BAC-Klone zu
markieren (siehe 3.3.10). Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden SpectrumOrange und FITC

verwendet. Die Einzelschritte sind im folgenden Protokoll dargestellt.

Vorbereitung folgender Anséatze vor Beginn der Nick Translation
= 0,1 mM dTTP-L6sung: 10ul der 30 mM dTTP aus dem Kit + 20ul nucleasefreies Wasser (Kit)
— 0,1mM dNTP-Mix (jeweils 10ul 0,3 mM dATP, 0,3 mM dCTP, 0,3 mM dGTP)

— SpectrumOrange und FITC als 0,2 mM Ldsung einsetzen, ggf. nach Anweisung der Packung
rekonstituieren auf 1 mM und dann verdinnen: 10 pul 1mM Lésung + 40ul nukleasefreies H,O

— samtliche Lésungen auf Eis lagern, Farbstoffe lichtgeschiitzt aufbewahren

— auf Eis pipettieren Nukleasefreies Wasser 14,5 pl
Genomische DNA 3ul
0,2mM SpectrumOrange bzw. 0,2 mM FITC 25ul
0,ImM dTTPs 5l
0,21mM dNTP-Mix 10 ul
10x Nick-Translations Puffer 5ul
Nick-Translations-Enzyme 10 ul
p 50ul

— Inkubation des Ansatzes im Cycler: 9h 15 °C, 10 min 75 °C
Aufreinigung via Ethanol-Fallung

— je 5 pl beider NT Anséatze (SpectrumOrange + FITC) werden vereinigt

— Zugabe von 3 pl cotl DNA (1 mg/ml) + 1 pul HS-DNA (10 mg/ml)
Durch Zugabe von HS-DNA und cotl DNA (Unterdriickung von Kreuzhybridisierungen mit
repetitiven DNA-Abschnitten) werden unspezifische Signale vermieden

— Zugabe von 35 pl EtOH abs + 6 pl Na Acetat (3M, pH 5,0-5,5)

— fir 1 h— 80 °C oder 2 h — 20 °C oder uber Nacht — 20 °C

— Zentrifugieren 14000 rpm, 30 min, 4 °C, Uberstand verwerfen

— 100 pl EtOH (70 %) hinzuflgen, kurz mixen

— Zentrifugieren 14000 rpm, 15 min, 4 °C, Uberstand so weit wie mdglich entfernen

— Pellet lufttrocknen, 37 °C (5 —10 min)

Praparation der Proben fir die Hybridisierung

— Hybridisierungspuffer (2x SSC, 10 % Dextransulfat,50 % Formamid pH 7-8)

— Pelletin 7 pl 100 % Formamid aufnehmen, dann 7 pl 4x SSC, 20 % Dextransulfat zugeben

— mind. 20 Minuten bei 37 °C |6sen lassen

Protokoll 4: DNA-Sondenmarkierung durch Nick-Translation
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3.3.10Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ist eine molekularzytogenetische
Methode, die den Nachweis spezifischer Nukleinsauresequenzen direkt in der Zelle (in
situ) ermdglicht™’. Die Methode basiert auf der Méglichkeit, doppelstrangige DNA in
einzelstrangige DNA aufzutrennen (denaturieren) und anschlieBend mit einer
markierten einzelstrangigen DNA-Sonde zu hybridisieren. Dabei bindet die DNA-Sonde
an die entsprechenden komplementaren DNA-Zielsequenzen. Als Ziel-DNA kdnnen
sowohl ausgebreitete Metaphasechromosomen als auch Chromosomen in
Interphasekernen dienen. Die Markierung der DNA-Sonde kann entweder direkt durch
Einbau fluoreszierender Nukleotide erfolgen oder indirekt durch den Einsatz
spezifischer fluoreszenzgekoppelter Antikorper. Bei der direkten Methode bindet die
fluoreszenzmarkierte Sonde direkt an die DNA-Zielsequenz und kann anschliel3end

unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

In dieser Arbeit wurde die FISH an Interphasekernen auf KM-Ausstrichen vom Zeitpunkt
der Rezidivdiagnose durchgefuhrt. Hierdurch sollten die Ergebnisse der array CGH fur

DNA-Kopienzahlverluste auf Chromosom 5g31.3 validiert werden.

Als Sonden wurden BAC-Klone verwendet, die durch Nick Translation
fluoreszenzmarkiert wurden. Fir die Region 5931.3 wurde der BAC-Klon RP11-614D16
(genomische Position 142.706911-142.910614) verwendet und mittels Nick Translation
mit SpectrumOrange™ markiert. Als Referenz wurde ein BAC-Klon der Region 5p15.33
(RP11-773M18, genomische Position 568397-760486) ausgewahlt und mit FITC
markiert. Die detaillierte Auswahl der BAC-Klone fir die Interphase-FISH ist in 4.3.8

beschrieben.

Um das Ergebnis der FISH zu optimieren, mussten die KM-Ausstriche vor Beginn der
Hybridisierung einer Vorbehandlung unterzogen werden, deren Ziel eine moglichst
weitgehende Entfernung von Zytoplasmaresten war. Zytoplasmareste weisen eine
Autofluoreszenz auf, die das Hybridisierungsergebnis beeintrachtigen kann. Nach
Fixierung der Ausstriche in 70 %igem Ethanol Uber Nacht und anschlieRender
Trocknung bei Raumtemperatur, wurden die KM-Ausstriche zur Lyse verbliebener
Erythrozyten und zur Stabilisierung der DNA in den Zellkernen mit Fixativ (LOsung aus
Methanol und Eisessig), behandelt. Die Beurteilung der KM-Ausstriche hinsichtlich der
Zellmorphologie und Zelldichte unter dem Lichtmikroskop diente der Abschéatzung der

erforderlichen Einwirkzeiten fur die sich anschlieBende Enzymbehandlung. Durch die
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Behandlung mit RNAse wurden Ribonukleinsduren =zerstort, die durch
Kreuzhybridisierung zu einer verstarkten Hintergrundfluoreszenz und dadurch zu einer
Minderung der Signalintensitat fuhren konnen. Proteine wurden durch den Verdau mit
Pepsin entfernt, wodurch der Zellkern durchléassiger wird und die Bindung der Sonde an
die DNA erleichtert wird. Zwischen den Enzymbehandlungen erfolgen mehrere
Waschschritte. AbschlieRend werden die Ausstriche in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert, um die Effizienz der Sondenbindung zu erhdhen. Die

Einzelschritte der Vorbehandlung sind im folgenden Protokoll aufgefuhrt:

Vorbehandlung der KM-Ausstriche fir die FISH

— Fixieren der Ausstriche in 70 % Ethanol bei -20 °C fir mindestens eine Nacht.
— Ausstriche bei Raumtemperatur (RT) trocknen
— Fixieren in Methanol : Eisessig — 3:1 2 X 3 min
— Lufttrocknen
Beurteilung der KM-Ausstriche hinsichtlich Zelldichte und Qualitat unter dem Lichtmikroskop,
um die Einwirkzeiten der folgenden Enzymbehandlung festzulegen.
— Inkubation 2x SSC 37°C 30 min
— Dehydrierung in aufsteigender EtOH-Reihe (70 %, 90 %, 100 %) je 5min
— Lufttrocknen
— Inkubation mit RNAse A, 100 pg/ml 2x SSC (Dauer je nach Zelldichte) 37 °C 10-60 min

— Waschen mit 2x SSC RT 3x 5 min

— Waschen mit 1x PBS RT 5 min

— Verdauen mit Pepsin 0,005 % in 10 mM HCI 37°C 10 min

— Waschen mit 1x PBS / 50 mM MgCl, RT 5 min
(95 ml 1x PBS + 5 ml 1M MgCl,)

— Fixieren in 1 % Formaldehyd / 1xPBS / 50 mM MgCl, RT 10 min
(97,3 ml 1x PBS / 50 mM MgCl, + 2,7 ml Formaldehyd)

— Waschen mit 1x PBS RT 3 min

— Dehydrierung in aufsteigender EtOH-Reihe (70 %, 90 %, 100 %) je 2 min

— Lufttrocknen

— Durchfuihrung méglichst am Tag der Hybridisierung
RNAse A Stammlésung

— 50 mg RNAse A in 5 ml 2x SSC losen; Konzentration = 10ug/ul

— Inkubation fir 10 min in kochendem Wasser (im Wasserbad)

— Abkuhlen lassen und in 100 ul Portionen aliquotieren, bei -20 °C agern

— pro Objekttrager 1 ug RNAse A + 99 ul 2x SSC auftragen

— Objekttrager mit Deckglas versehen und in einer Alubox im Wasserbad bei 37 °C inkubieren
Pepsin

— 99 ml H20 + 1ml 1M HCl in der Kivette im Wasserbad auf 37 °C vorwarmen

— Stamml6sung (10 % Pepsin): 10 g Pepsin in 100 ml H20 bei 37 °C I6sen

— Ldsung abkihlen und in 50 pl Aliquots bei -20 °C lagern)

— 50 pl 10 % Pepsin direkt vor der Pepsinbehandlung bei 37 °C in die vorgewarmte Kivette mit 10

mM HCI geben (= 0,005 % Pepsin)

Protokoll 5: Vorbehandlung der KM-Ausstriche fur die FISH
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Nach Vorbehandlung der KM-Ausstriche und Markierung der DNA-Sonden durch Nick
Translation, wurden Sonden- und Ziel-DNA durch Erhitzung in Einzelstrange
aufgetrennt (Denaturierung) und fur die Hybridisierung vereinigt. Der sich an die
Hybridisierung anschlieBende Waschschritt dient der Entfernung ungebundener

Sondenanteile.

Denaturierung der Sonden-DNA
— Denaturierung bei 85 °C fur 5 min im Thermomixer
— 2 min auf Eis lagern
— Probe einige Minuten bei 37 °C inkubieren (im Dunkeln)
Denaturierung der Ziel-DNA
— Heizplatte 78 °C, Heizplatte 60 °C (fakultativ), Wasserbad 37 °C vorbereiten
— 130ul Préhybridisierungslosung (2x SSC; 70 % Formamid)* auf Deckglas (24x60) in zentralem
Streifen auftragen
— Deckglas und Objekttrager vereinigen, Objekttrager bei RT fur 10 min inkubieren
— Denaturieren der Objekttrager bei 78 °C (Denaturierungszeit: 1 min 30 sec)
— Deckglas abschitteln und Objekttrager sofort in eiskaltes 70 % EtOH Uberfiihren
— Waschen der Objekttréger in aufsteigender EtOH-Reihe (70 %, 90 %, 100 % - je 2 min)
— Trocknen der Slides bei RT, gegebenenfalls abblasen
*Prahybridisierungslésung 1 ml: 700 pyl Formamid deionisiert (bei —20 °C gelagert),
100 pl 20 x SSC, 200 pl H,O (Aqua bidest)
Hybridisierung
— Hybridisierungskammer (Wasserbad) auf 37 °C vorheizen
— den kompletten Ansatz der prahybridisierten Probe auf Deckglas (18x18) tberflhren
— Deckglas und Objekttrager vereinigen
— Abdichtung des Objekttragers mit Fixogum
— Hybridisierung bei 37 °C Gber Nacht im Wasserbad
Waschen der Objekttrager
— Wasserbad vorheizen
— Fixogum vorsichtig entfernen
— Deckglas in 2x SSC entfernen
— Objekttrager in 1x SSC bei 75 °C, 5 min waschen
— Objekttrager in 4x SSCT ( 4xSSC, 0,05 % Tween 20, pH 7-7,5) 5 min bei RT waschen
— Objekttrager in 1x PBS 3 min bei RT waschen
— Objekttrager abblasen

Protokoll 6: Denaturierung, Hybridisierung und Waschen

Abschliel3end wurden die getrockneten Objekttrager mit Vectashield eingedeckt, um die
markierten KM-Ausstriche vor dem Ausbleichen zu schiitzen. Die Gegenfarbung der
Interphasekerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4.6-Di-amidino-2-Phenylindol)
dient der Erleichterung der Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop. Durch DAPI
werden die Zellkerne blau gefarbt und kénnen dadurch unter dem Fluoreszenz-

mikroskop leichter aufgefunden und eingestellt werden.
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— 300 ul DAPI auftragen, Einwirkzeit 2 min

— Waschen mit PBS (1 min), trocknen

— 30 pl Vectashield auftragen

— Slide und Deckglas vereinigen, lichtgeschutzt lagern bei -20 °C

Protokoll 7: Einbettung und Kerngegenfarbung

Die Auswertung der fluoreszenzmarkierten KM-Ausstriche erfolgte manuell-visuell an

einem Fluoreszenzmikroskop mit vier Filterblocken zur Filterung der fir die jeweiligen

Fluoreszenzfarbstoffe spezifischen Wellenlangen. Ausgezéhlt wurden 252 bis 318

Zellkerne pro KM-Ausstrich (siehe Tabelle 9). Die Auswertung erfolgte nach den

folgenden Auswertungskriterien:

¢ ausschlieBlich einzeln liegende Zellkerne wurden analysiert, sich Gberlappende oder
nicht intakte Zellkerne wurden nicht gewertet.

¢ Kerne ohne Signal wurden nur gewertet, wenn sie von mehreren Zellkernen mit
Signalen umgeben waren.

e Kerne mit Signalen die im Bereich der Kernperipherie lagen, wurden nicht
bertcksichtigt.

¢ Diffuse oder geteilte Signale wurden nur dann als ein Signal gewertet, wenn sie
durch ein Fluoreszenzband miteinander verbunden waren.

3.3.11 Statistische Auswertung

Eine statistische Analyse erfolgte zur Prifung der Reprasentativitat des ausgewahlten
Patientenkollektivs (siehe 4.1) sowie zur Untersuchung einer moglichen klinischen oder
prognostischen Relevanz der mittels array CGH identifizierten chromosomalen
Veranderungen. Hierfir wurden der Chi-Quadrat (y*)-Test und der Exakte Test nach
Fisher angewendet. Diese Tests prufen in einer Kreuztabelle, ob zwei Variablen
unabhéngig voneinander auftreten oder voneinander abhangig sind, also ein

statistischer Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen besteht.

Die prognostische Bedeutung der mittels array CGH identifizierten Verdnderungen
wurde mit dem Exakten Test nach Fisher oder dem Mann-Whitney U-Test untersucht.
Analysiert wurde eine mogliche Korrelation zwischen chromosomalen Veranderungen,
die bei 210 % der Patienten nachgewiesen worden waren und Klinischen und
biologischen Patienten- und Probendaten, die im Rahmen der ALL-REZ BFM Studie
erhoben wurden. Die Parameter wurden als kategorielle oder stetige Variablen definiert.
Zur Gruppe der kategoriellen Variablen zahlten das Geschlecht, der Ort des Rezidivs

41



Patientenproben, Material und Methoden

(KM isoliert oder kombiniert), der Zeitpunkt des Rezidivs in Bezug auf das Ende der
Ersterkrankungsbehandlung, die Strategiegruppe (S 2 oder 3), das Outcome und das
Ansprechen auf die Therapie. Fur die Analyse des Outcome wurden Patienten, die an
einem Folgerezidiv erkrankten und Patienten, die an dem Erstrezidiv verstarben, in der
Gruppe ,non-continuous complete remission’ (non-CCR, keine anhaltende komplette
Remission) zusammengefasst und mit Patienten in anhaltender kompletter Remission
,continuous complete remission’ (CCR) verglichen. Das Ansprechen auf die Therapie
wurde durch den MRD-Nachweis am Ende der Induktionstherapie und durch den
Zeitpunkt, an dem eine morphologische Remission erreicht worden war, beurteilt.
Aufgrund der kleinen Fallzahlen und der dadurch bedingten niedrigen erwarteten
Haufigkeiten wurden fur die Untersuchung der Unterschiede in den kategoriellen
Variablen der Exakte Test nach Fisher angewendet. Dieser Test ermoglicht bei kleinen
Fallzahlen eine genauere Abschatzung als der y*Test. Fur den Vergleich der Mediane
quantitativer Variablen wie Dauer der ersten Remission, Alter, periphere Blastenzahl

und Leukozytenzahl bei Rezidivdiagnose wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet.

Fur einzelne Veranderungen, bei denen sich in den Gruppenvergleichen mittels
Exaktem Test nach Fisher eine Assoziation mit prognostisch relevanten klinischen
Daten gezeigt hatte, wurden zuséatzlich Uberlebenszeitanalysen durchgefihrt. Die
Wabhrscheinlichkeit eines ereignisfreien Uberlebens (probability of event-free survival,
pEFS) wurde mit der univariaten Methode nach Kaplan-Meier'*® analysiert. Dadurch
wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, ob ein Ereignis (das Uberleben) in einem
bestimmten Zeitintervall eintritt. Dabei werden die Beobachtungsintervalle nicht
vorgegeben, sondern von den Ereignissen definiert. Die dadurch errechneten
Uberlebenskurven koénnen anschlieRend durch den Log-Rank-Test miteinander
verglichen werden, um zu berechnen, ob ein signifikanter Unterschied im pEFS
zwischen zwei Gruppen besteht. Um die Unabhangigkeit des prognostischen Einflusses
mehrerer Variablen zu prufen, wurde die multivariate Cox Regression (proportionales
Hazard Modell)**® angewendet. Dadurch kann der Effekt mehrerer Merkmale auf das

Uberleben multivariat untersucht werden.

Die statistischen Untersuchungen wurden mit Hilfe der Software SPSS for Windows,
Version 18.0.1 (SPSS Inc., Chicago, USA) sowie der STATA software, Version 9.0
(StataCorp, Texas, USA), durchgefihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant

gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Anhand der Einschlusskriterien (siehe 3.1) konnten 51 leuk&mische KM-Aspirate
ausgewahlt und die daraus isolierte leukamische DNA auf den hochauflésenden BAC

array hybridisiert werden.

Das untersuchte Patientenkollektiv setzt sich aus 31 méannlichen und 20 weiblichen
Patienten zusammen. Der Altersmedian bei Rezidivdiagnose liegt bei 8,5 Jahren. Die
Mehrzahl der Rezidive (82 %) ereignete sich zu einem spéten Zeitpunkt in Bezug auf
die Vortherapie, bei 18 % der Patienten trat das Rezidiv zu einem frilhen Zeitpunkt auf.
Bei 78 % war das Rezidiv isoliert im KM aufgetreten, 22 % zeigten bei der
Rezidivdiagnose zusatzlich den Befall eines extramedullaren Organs, davon 8 im Testis
und 3 im ZNS. Beziglich des Immunphanotyps waren 24 % der Rezidive einer pre-B-
ALL und 76 % einer common-ALL zuzuordnen. Entsprechend der ALL-REZ BFM
Stratifizierungskriterien (siehe 1.3.1) wurden 88 % der Patienten in die Risikogruppe S2
und 12 % in die prognostisch ungunstigere S3-Gruppe eingeordnet. Informationen Uber
das molekulare Ansprechen auf die Therapie gemald MRD (siehe 1.3.2) lagen fur 65 %
der untersuchten Rezidive vor. Von diesen zeigten 67 % eine gute und 33 % eine
schlechte molekulare Therapieresponse. Die Nachbeobachtungszeit der Patienten
betragt zwischen 5 und 21 Jahren, mit einem Median von 10 Jahren. In dieser Zeit
entwickelten 27 % ein Folgerezidiv, ein Patient verstarb bereits vor Erreichen einer
Remission (,Induktionstod®) und ein Patient verstarb wahrend der Therapie nach
Erreichen einer Remission (,Therapietod®). Die Blastenzahl im Blut zum Zeitpunkt der
Rezidivdiagnose konnte bei 88 % der Rezidive mit <10.000/ul beziffert werden, bei
12 % lag sie Uber diesem Wert (siehe auch Tabelle 3). Der Leukamiezellanteil im KM
bei Rezidivdiagnose betrug zwischen 71 und 98 % mit einem Median von 92 %

Leukamiezellen vor Ficoll-Anreicherung.

Um die durch die array CGH in der Leukdmiezell-DNA der Patienten identifizierten
Kopienzahlverédnderungen auf eine Korrelation mit klinischen und biologischen
Patientendaten untersuchen zu kénnen, war Vorraussetzung, dass es sich bei dem
ausgewahlten Patientenkollektiv um eine reprasentative Stichprobe der in der ALL-REZ

BFM Studie registrierten Patienten handelt. Um dies zu untersuchen, wurden die
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ausgewahlten 51 Patienten mit der Gesamtheit der ALL-REZ BFM Patienten, bei denen
im selben Zeitraum ein ETV6/RUNX1-positives Erstrezidiv einer BCP-ALL mit KM-
Beteiligung diagnostiziert wurde (n 113), anhand klinischer und biologischer Parameter
verglichen. Dabei ergaben sich im y*Test keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Patientengruppen. Die Reprasentativitat des Studienkollektivs konnte somit

festgestellt werden (siehe Tabelle 3).
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Reprasentativitat und klinische Charakteristika des untersuchten Patientenkollektivs

Untersuchte Patienten  ALL-REZ BFM P-Wert
Vergleichsgruppe (XZ-/Mann-
Whitney-U-
Test)
n/median (%/95 %ClI') n/median (%/95 %Cl")
Geschlecht 0,80
mannlich 31 (61) 71 (63)
weiblich 20 (39) 42 (37)
Alter bei Initialdiagnose 0,84
Median (Jahre) 4,3 (3,8-4,7) 4,2 (3,7-4,6)
Alter bei Rezidivdiagnose 0,96
Median (Jahre) 8,5 (7,1-10,3) 8,6 (7,7-9,3)
Zeitpunkt des Rezidivs 0,35
sehr frih 0 (0) 4 (4)
frah 9 (18) 16 (14)
spat 42 (82) 93 (82)
Ort des Rezidivs 0,57
KM isoliert 40 (78) 84 (74)
KM kombiniert 11 (22) 29 (26)
Immunphénotyp 0,85
pré-B-ALL 13 (25) 27 (24)
c-ALL 38 (75) 85 (76)
Strategiegruppe 0,39
S2 45 (88) 97 (86)
S3 6 (12) 12 (12)
ALL-REZ BFM Protokoll 0,72
90 2 (4) 8 @)
95/96 33 (65) 69 (61)
2002 16 (31) 36 (32)
periphere Blasten bei Diagnose 0,69
<1/ul 4 (8) 13 (12)
=1 bis <10.000/ul 39 (76) 86 (76)
=210.000/pl 8 (16) 14 (12)
MRD nach Induktion 0,95
good response (<107 22 (67) 33 (66)
poor response (210°°) 11 (33) 17 (34)
nicht verfigbar 18
Event 0,80
CCR 34 (67) 66 (58)
Folgerezidiv 15 (29) 36 (32)
Induktionstod 1 (2) 4 (4)
Therapietod 1 (2) 2 (2)
Gesamt 51 113

Tabelle 3: Reprasentativitdt und klinische Charakteristika des mittels array CGH untersuchten
Patientenkollektivs im Vergleich zur Gesamtheit der ALL-REZ BFM Studienpatienten mit ETV6/RUNX1-
Positivem BCP-ALL-Rezidiv und KM-Beteiligung.

95 % Konfidenzintervall.
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4.2 Ergebnisse der array CGH-Analyse

Fur die Visualisierung und Analyse der array CGH-Daten der 51 ETV6/RUNX1-
positiven ALL-Rezidive wurde die Auswertungssoftware CGHPRO? (siehe auch 3.3.8)
verwendet. Die Auswertung erfolgte manuell-visuell. Eine automatische Erfassung der
im CGH-Profil als aberrant angezeigten BAC-Klone ist mithilfe der CGHPRO-Software
zwar maoglich, jedoch resultiert eine hohe Anzahl falsch positiver Veranderungen. So
werden zusammenhangende Verédnderungen durch minimale Schwankungen im
genomischen Profil als mehrere einzelne Aberrationen gewertet und es erfolgt
automatisch keine Differenzierung zwischen potentiellen CNV und CNA. Die
automatische Auswertung ergab in etwa eine vierfache Gesamtzahl sowie
durchschnittliche Zahl von CNA im Vergleich zur genaueren und stringenteren

manuellen Analyse der array CGH-Daten.

Fur die Auswertung wurde zunachst jede einzelne der ALL-Rezidivproben unter
Berucksichtigung der in  3.3.8 beschriebenen Auswertungskriterien auf das
Vorhandensein von CNA hin untersucht sowie CNV extrahiert. Die GrofRe und
Ausdehnung der identifizierten Veranderungen wurde analysiert und die darin
enthaltenen Gene unter Verwendung des USCS Genome Browsers (Assembly May
2004, HG 17/NCBI Build 37; http://[genome.uscs.edu/) ermittelt. Alle im Folgenden
beschriebenen genomischen Positionen und im Bereich von CNA lokalisierten Gene,
beziehen sich auf diese Version des USCS Genome Browsers. Im nachsten Schritt
wurde gepriuft, ob einzelne chromosomale Regionen in der Gesamtheit der
untersuchten ALL-Rezidive wiederholt CNA aufwiesen. Die kleinsten gemeinsamen
Uberlappenden Regionen (minimal overlapping region, MOR) dieser rekurrenten

Veranderungen wurden determiniert und die darin enthaltenen Gene analysiert.

4.2.1 Haufigkeit von DNA-Kopienzahlveranderungen

CNA konnten in allen 51 ETV6/RUNX1-positiven Rezidivproben identifiziert werden. Die
Haufigkeit variierte zwischen 1 und 18 CNA und lag im Mittel bei 7 Veranderungen pro
untersuchtem Rezidiv. Chromosomale Verluste waren etwa 2,5 mal hé&ufiger als
Zugewinne (im Mittel 5 Verluste und 2 Zugewinne). Die durchschnittliche Grol3e der
Veranderungen betrug fur die chromosomalen Zugewinne ca. 21,3 Mb, fur die
chromosomalen Verluste ca. 9,12 Mb. Alle Chromosomen waren von CNA betroffen,

allerdings zeigte sich eine deutliche H&aufung von Verdnderungen in einzelnen
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Chromosomen und Regionen. Abbildung 8 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung der
Gesamtzahl von im Studienkollektiv nachgewiesenen Veranderungen auf die
Chromosomen. Hier zeigte sich, dass Kopienzahlverluste am haufigsten die
Chromosomen 3, 6, 12 und 15 betreffen. Ebenfalls haufig waren Verluste innerhalb der
Chromosomen 4, 5, 7 und 9 sowie des X-Chromosoms. Die insgesamt seltener
nachgewiesen Kopienzahlzugewinne betrafen am haufigsten die Chromosomen 12 und
21. Abbildung 9 gibt einen Uberblick Uber die Gesamtzahl nachgewiesener

Veranderungen entsprechend der automatischen Datenauswertung.

35
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1 2 3 4 6 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Chromosomen
[ loss [ whole chromaosome loss (WCL) [ gain  [Fgwhole chromosome gain (WCG)

10

Gesamtzahl CNA

Abbildung 8: Verteilung der identifizierten CNA auf die Chromosomen.

Chromosomale Verluste (loss), in blau dargestellt, betreffen am haufigsten die Chromosomen 3, 6, 12
und 15. Chromosomale Zugewinne (gain), in grin dargestellt, wurden am haufigsten innerhalb der
Chromosomen 12 und 21 identifiziert. Der Anteil von CNA gesamter Chromosomen ist mit einer
dunkleren Farbe hinterlegt. WCL betrafen am haufigsten das X-Chromosom, WCG am haufigsten die
Chromosomen 10,16 und 21.

4.2.2 DNA-Kopienzahlveranderungen gesamter Chromosomen

Zugewinne ganzer Chromosomen (whole chromosome gain, WCG) waren in der
Leukamiezell-DNA von 12 Rezidiven nachweisbar. Bei der Mehrzahl dieser Rezidive
betrafen die Zugewinne ein einzelnes Chromosom. Eine Rezidivprobe zeigte WCG von
zwei Chromosomen (+10, +16), ein Rezidiv WCG von drei Chromosomen (+10, +16,
+22) und bei einem Rezidiv war ein hyperdiploider Karyotyp mit Zugewinn der
Chromosomen 10, 16, 18 und 21 zusatzlich zum ETV6/RUNX1-Fusionsgen
nachweisbar. Insgesamt wurde der Zugewinn des Chromosoms 10 am haufigsten

detektiert (6/52). Bei drei Rezidiven lag ein Zugewinn der Chromosomen 10 und 16
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kombiniert vor. WCG 21 zeigte sich bei vier, WCG 16 bei drei und WCG 22 bei zwei
Rezidiven. Zugewinne der gesamten Chromosomen 8, 18 und X wurden je einmal
identifiziert (siehe Abbildung 8 und Tabelle 4).

Verluste ganzer Chromosomen (whole chromosome loss, WCL) zeigten sich bei 12
Rezidiven. Abgesehen von einer Rezidiv-DNA mit WCG der Chromosomen 9 und 13,
einer weiteren mit WCL 4 und 15 und einer Leukamiezellprobe mit WCL 15, betrafen
die WCL am haufigsten das X-Chromosom, das bei neun der untersuchten Rezidive

einen Kopienzahlverlust zeigte (siehe Abbildung 8 und Tabelle 4).
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Abbildung 9: Summationsdarstellung der Gesamtzahl identifizierter CNA in den 51 ETV6/RUNX1-
positiven ALL-Rezidiven.

Dargestellt ist die relative Haufigkeit fir die einzelnen Veranderungen in der Gesamtgruppe der
untersuchten Rezidive. Die Kopienzahlverluste entlang der einzelnen Chromosomen sind in rot
dargestellt, die Kopienzahlzugewinne in grin. Die Bezifferung 0-50-100 entspricht der Anzahl von
Proben, in denen die CNA detektiert wurden. Die Summationsdarstellung basiert auf einer automatischen
Auslesung der array CGH-Daten und ist nicht hinsichtlich der Uberlagerung durch CNV korrigiert.
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DNA-Kopienzahlveranderungen gesamter Chromosomen

Chromosom WCL" (n) WCG? (n)
1 0
0 1
9 1 0
10 0 6
13 1 0
15 2 0
16 0 3
18 0 1
21 0 4
22 0 0
X 9 1

Tabelle 4: DNA-Kopienzahlverdnderungen gesamter Chromosomen bei ETV6/RUNX1-positiven ALL-
Rezidiven

‘wcL (whole chromosome loss): Kopienzahlverlust im Bereich eines gesamten Chromosoms

WCG (whole chromosome gain): Kopienzahlzugewinn im Bereich eines gesamten Chromosoms

4.3 Rekurrente DNA-Kopienzahlveranderungen

Die Mehrzahl der identifizierten Veranderungen wurde in chromosomalen Regionen
detektiert, die wiederholt CNA aufwiesen. Von insgesamt 362 nachgewiesenen CNA
wurden 237 (65 %) in Uberlappenden chromosomalen Regionen identifiziert, die bei
mindestens 2 Rezidiven (24 %) betroffen waren. 174 (48 %) der insgesamt 362
Veranderungen wurden in chromosomalen Regionen nachgewiesen, die bei
mindestens 5 Rezidiven (210 %) betroffen waren. Insgesamt konnten 18 chromosomale
Regionen identifiziert werden, die bei 210% der untersuchten Rezidivproben
Veranderungen aufwiesen. Die am haufigsten beim ETV6/RUNX1-positiven ALL-
Rezidiv nachgewiesenen rekurrent Uberlappenden Regionen sind in Tabelle 5 fur die
Gesamtgruppe zusammengefasst. Die Haufigkeit dieser rekurrenten Veranderungen
pro Rezidiv ist in Tabelle 6 dargestellt. Die Anzahl von Genen, die innerhalb der minimal
Uberlappenden Regionen identifiziert werden konnten, war in Abh&ngigkeit von der
Grofe der Veranderungen und der Gendichte sehr variabel. Einige Regionen enthielten
nur ein einziges Gen. Dazu gehorte FHIT auf Chromosom 3pl4.2, TBL1XR1 auf
Chromosom 3g26.32, NR3C1 auf Chromosom 5q31.3, TTC26 auf Chromosom 7q34
und ETV6 auf Chromosom 12p13.2. In Tabelle 5 und Tabelle 6 ist eine Auswahl der in

den betroffenen Regionen liegenden Gene dargestellt.
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Haufigkeit rekurrenter DNA-Kopienzahlverdnderungen

Chr* Region Start Ende GroRe Haufigkeit Anzahl Auswahl von
MOR®> MOR? MOR®  p (%) Gene Kandidatengenen
(Mb)  (Mb)  (Mb) MOR?
DNA-Kopienzahlverluste
3 pla2 50.9 60.6 0,57 6 (12) 1 FHIT
3 p2121 472 480 0,68 7 (14) 11 SMARCC1, MAP4
3 g26.32 178.4 178.7 0,35 6 (12) 1 TBLIXR1
Keine annotierten Gene
4 31 149.8 150.3 0,47 4 (8 * :
a ®) 0@ (NR3C2*del in 2/4)
5  g313 1427 1431 041 5 (10) 1 NR3C1
5 @333 157.2 1585 1,35 3 (6) 3 EBF1
6 g2l 108.0 111.0 320 17 (33) 26 FOXO3A, AIM1, ARMC2,
SESN1
7 pl21-122 499 509 1,06 4 (8) 6 IKZF1
7 g34 138.3 138.3 0,01 7 (14) 1 TTC26
9  pi3.2 369 373 027 4 (8) 3 PAX5, ZCCHC7
9  p21 211 223 121 11 (22) 23 CDKN2A, CDKN2B, MTAP
10 qe4.1 97.6 987 1,08 5 (10) 15 BLNK (SLP-65)
12 pl3.2 11.7 120 0,31 22 (43) 1 ETV6
12 p13.2 11.9 132 126 19 (37) 22 CDKN1B (KIP1), BCL2L14
15  g15.1 30.4 399 049 11 (20) 11 LTK, ITPKA, TYRO3
19 @g13.11 300 397 0,73 6 (12) 7 GPI, PDCD2L, UBA2, WTIP
DNA-Kopienzahlzugewinne
3 p2121 50.3 50.7 0,50 4 (8) 7 CISH, HEMK1, HYAL2,
RASSF1
8  g23.1-243  109.0 1432 3424 5 (10) mehrere  cMYC
9  p133 344 347 0724 5 (10) 12 OPRS1, IL11RA, CCL27
12 p13.2-13.33 001 120 11,98 11 (22) mehrere  ETV6 (in 7/51, 14 %)
16 q22.1 65.7 662 0,52 8 (16) 26 HSF4, E24F, CTCF,
FAMG5A. RLTPR
21 q21.30-22.12 31.8 352 3,40 17 (33) 45 RUNX1
X  q27.3-28 1440 1546 1056 7 (14) mehrere  SPANX1, HMGB3

Tabelle 5: Rekurrente DNA-Kopienzahlveranderungen bei ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven.

'Chr, Chromosom; “MOR: minimale Uberlappende Region (minimal overlapping region); *Innerhalb der
MOR 4q31 liegen keine annotierten Gene. Direkt zentromerwérts der MOR befindet sich das NR3C2-Gen
(Mineralokortikoidrezeptor), das in 2/4 Patienten deletiert ist. Rekurrente Veradnderungen gesamter
Chromosomen (siehe Tabelle 4), sowie wahrscheinlich infolge von B- an T-Zell Antigenrezeptor-

Genumlagerungen entstandene CNA, sind in der Tabelle nicht dargestellt.
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Tabelle 6 (Fortsetzung néchste Seite): Haufigkeit der rekurrenten CNA pro untersuchtem Rezidiv.

In Spalten: rekurrente CNA, in den Zeilen: 51 Rezidivproben. ®, CNA vorhanden; X, Haufigkeit der
Veranderungen in der Gesamtgruppe; innerhalb der MOR 4931 liegen keine annotierten Gene. Direkt
zentromerwarts der MOR befindet sich das NR3C2-Gen, das fir den Mineralokortikoidrezeptor kodiert
und in 2/4 der Rezidive mit 4q31-Verlust deletiert war.
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Tabelle 6 (Fortsetzung): Haufigkeit der rekurrenten CNA pro untersuchtem Rezidiv.

In Spalten: rekurrente CNA, in den Zeilen: 51 Rezidivproben. ®, CNA vorhanden; X, Haufigkeit der
Veranderungen in der Gesamtgruppe; innerhalb der MOR 4931 liegen keine annotierten Gene. Direkt
zentromerwarts der MOR befindet sich das NR3C2-Gen, das fir den Mineralokortikoidrezeptor kodiert
und in 2/4 der Rezidive mit 4q31-Verlust deletiert war
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Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit bestand darin, die mittels array CGH in den
ETV6/RUNX1-positiven Leukamiezellproben identifizierten chromosomalen
Veranderungen auf ihre biologische Bedeutung und klinische Relevanz hin zu
untersuchen. Dafur wurden wiederholt nachgewiesene CNA mit im Rahmen der ALL-
REZ BFM Studie erhobenen prognostisch relevanten Patientendaten korreliert. Dies
setzte einerseits die Reprasentativitdt des untersuchten Kollektivs voraus (siehe auch
4.1), andererseits war flr eine statistische Korrelation eine méglichst grof3e Anzahl von
Patienten bzw. Rezidiven in den zu vergleichenden Gruppen Vorraussetzung. Daher
wurde eine Korrelation mit klinischen Daten auf Veranderungen begrenzt, die bei 210 %
(=5/51) der untersuchten ALL-Rezidive nachweisbar waren. Diese in Tabelle 5
gezeigten Regionen wurden im Anschluss an die Auswertung der array CGH-Daten auf
eine Assoziation mit klinischen und biologischen Daten der Patienten hin untersucht.
Die detaillierten Ergebnisse der array CGH fur diese Regionen werden in den folgenden
Abschnitten in Zusammenhang mit den Ergebnissen der Untersuchung auf eine

prognostische Relevanz im Einzelnen dargestellt.

4.3.1 Chromosom 12p13.2

Am haufigsten nachweisbar waren Kopienzahlverluste der Region 12p13. 49 % (25/51)
der ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidive zeigten Verluste innerhalb dieser Region. Die
GroRRe der deletierten Bereiche war sehr heterogen und variierte zwischen Verlusten
grolRer Teile des kurzen Arms von Chromosom 12, die mehrere benachbarte Gene
einschlossen und fokalen Deletionen von 0,31 Mb Grof3e. Die kleinste Uberlappende
Region (siehe Tabelle 5 und Abbildung 10) enthielt ETV6 als einziges Gen, das bei
43 % (22/51) der Rezidive einen Kopienzahlverlust zeigte. Das direkt benachbarte
BCL2L14-Gen war in 45 % (23/51), das etwa 0,8 Mb zentromerwarts von ETV6
lokalisierte CDKN1B (p27X""))-Gen in 37 % (19/51) der Rezidive mit Verlust der Region
12p13.2 deletiert. Die MOR der Verluste die die Gene BCL2L14 und CDKN1B
einschloss, enthielt etwa 15 Gene. ETV6 lag aul3erhalb der MOR, allerdings waren bei

16 Rezidiven alle 3 der genannten Gene deletiert.

Die Auswertung der klinischen Daten ergab, dass Verluste von 12p h&aufiger in der
Leukamiezell-DNA mannlicher Patienten nachweisbar waren (P = 0,023). Die Deletion
von CDKN1B (p27"'™) war signifikant mit einer kiirzeren ersten Remissionsdauer bzw.

einem friheren Zeitpunkt des Rezidivs (P = 0,009), mit einem c-ALL Immunphéanotyp
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(P =0,018) sowie mit einem signifikant schlechteren pEFS (P =0,001) assoziiert.
Patienten mit Verlust dieser Region hatten ein pEFS von 42 % SE + 11 % im Vergleich
mit Patienten ohne Deletion, die ein pEFS von 81 % SE + 7 % zeigten (siehe Abbildung
11). Aufgrund des bekanntermal3en starken Einflusses vom Zeitpunkt des Rezidivs auf
die Prognose, wurde die Unabhéangigkeit der Assoziation von CDKN1B-Deletion mit
dem PpEFS durch eine multivariate Analyse Uberprift, in der alle relevanten
prognostischen Parameter analysiert wurden. In das endgultige multivariate Cox-
Regressionsmodell wurden der Zeitpunkt des Rezidivs und der Immunphéanotyp als
zusatzliche Einflussfaktoren miteinbezogen. Dabei zeigte sich, dass der Zeitpunkt des
Rezidivs den starksten prognostischen Faktor darstellt, wahrend Deletionen von
CDKN1B (Hazardrate 2,28; 95 % CI 0,71 — 7,31; P = 0,162) und der Immunphanotyp
einen schwacheren prognostischen Einfluss haben als in der univariaten Analyse
(Hazardrate 4,60, 95 % Konfidenzintervall 1,69 — 12,50, P = 0,003). Daraus folgt, dass
die Assoziation mit einem schlechteren pEFS durch die Assoziation mit einem friheren

Zeitpunkt beeinflusst wird und keinen unabhéngigen prognostischen Faktor darstellt

(siehe Tabelle 7).
----- H M ETV6, 12p13.2

Abbildung 10: CNA auf Chromosom 12p beim ETV6/RUNX1-positiven ALL-Erstrezidiv.

Abgebildet sind die identifizierten Verluste unter Beteiligung des ETV6-Gens (rot) und Zugewinne (blau)
der Region 12p13 im Verhéltnis zum kurzen Arm von Chromosom 12. Jede senkrechte Linie reprasentiert
die Kopienzahlveranderung, die in einer Leukamiezell-DNA nachgewiesen wurde. Im Bereich des
gestrichelten Kastens liegen die fur das ETV6-Gen kodierenden Sequenzabschnitte. Modifizierte
Darstellung aus CGHPRO™,
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---- no loss of CDKN1B n=32; cens.= 26; pEFS (10 years) = 0.81 + 0.07
— loss of CDKN1B  n=19; cens.= 8; pEFS (10 years) = 0.42 + 0.11
P=0.001

Abbildung 11: Kaplan-Meier Analyse der Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens (pEFS =
Standardabweichung, SE) in Abhangigkeit vom Nachweis einer Deletion von CDKN1B.
Das pEFS betragt 42 % SE + 11 % in der Patientengruppe mit Nachweis der Deletion verglichen mit
einem pEFS von 81 % SE + 7 % in der Patientengruppe ohne Nachweis der Deletion.

Cox-Regressionsmodell

Parameter Anzahl| Patienten Hazardrate 95 % CI* P-Wert
univariat
CDKNZ1B loss negativ 32 1

positiv 19 4,60 1,69-125 0,003
multivariat
CDKN1B loss negativ 32 1

positiv 19 2,28 0,71-7,31 0,162
Zeitpunkt des Rezidivs  friih 9 1

spat 42 0,13 0,04 - 0,41 0,001
Immunphanotyp common 38 1,00

pra-B 13 4,17 1,03-16,90 0,046

Tabelle 7: Cox-Regressionsmodell fir den Verlust von CDKN1B unter Einbeziehung von Zeitpunkt des

Rezidivs und Immunphéanotyp.

Es zeigt sich, dass der Zeitpunkt des Rezidivs den stérksten Einflussfaktor fir das pEFS darstellt,
wéahrend der Immunphénotyp und Verlust von CDKN1B einen geringeren Einfluss ausiiben. Somit lasst
sich der signifikante prognostische Einfluss des CDKN1B-Verlustes in der univariaten Analyse
(Hazardrate 4,60, 95 % CI 1,69-12,50, P = 0,003) mit der multivariaten Analyse (Hazardrate 2,28; 95 %

C10,71 - 7,31; p = 0,162) nicht bestétigen.
95 9 Konfidenzintervall.
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4.3.2 Chromosom 621

Die am zweithaufigsten im untersuchten Kollektiv detektierten Veréanderungen waren
Kopienzahlverluste der Chromosomenbande 6g21. Verdnderungen, die diese Region
einschlossen, waren bei 33 % (17/51) der Rezidive nachweisbar und in ihrer Grél3e (3,2
bis 92 Mb) und Verteilung heterogen. Die kleinste gemeinsame Region der Verluste von
3,1 Mb (genomische Position Mb 108-111, siehe auch Tabelle 5) enthielt zahlreiche
Gene, darunter FOXO3a, das unter anderem fur die Induktion der Gentranskription von
CDKN1B (p27"'"!) von Bedeutung ist**°, das putative Tumorsuppressorgen AIM1*** und
SESNL1, eines der Zielgene von p53*°2. AuRerhalb der kleinsten gemeinsamen Region,
aber bei 16 der 17 Rezidive mit 6g21-Verlust nachweisbar, war der Verlust der
Tyrosinkinase FYN. Die Korrelation mit klinischen Daten der Patienten zeigte keine

prognostische Relevanz fir Kopienzahlverluste von 6921 allein.

Bei der Auswertung der Daten fiel jedoch auf, dass Kopienzahlverluste der Regionen
6021 und 12pl13.2 auffallig haufig in Kombination vorlagen. 23 % (12/21) der
untersuchten ALL-Rezidive zeigten Verluste beider Regionen. Bei 16 % (8/51) waren

dabei die fir den zyklinabhéngigen Kinaseinhibitor CDKN1B (p27"'"*

) kodierenden
Sequenzen in die deletierten Bereiche auf Chromosom 12p13.2 eingeschlossen. Die
Analyse der klinischen Patientendaten ergab, dass bei 3 dieser 8 Patienten das Rezidiv
zu einem frihen Zeitpunkt aufgetreten war und 5 Patienten ein Folgerezidiv erlitten
hatten. Diese Haufung von Folgerezidiven spiegelte sich in der statistischen
Auswertung in einem schlechteren Outcome (P =0,047) und einem niedrigeren pEFS
(P =0,045) fur Patienten, in deren Leukamiezellen der kombinierte Verlust beider
Regionen vorlag, wider. Dieses Ergebnis war nicht Ubertragbar auf die Kombination von

Verlusten von 6g21 und ETV6.
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P=0.045

Abbildung 12: Kaplan-Meier Analyse der Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens (pEFS *
Standardabweichung, SE) in Abhéngigkeit vom Nachweis des kombinierten Kopienzahlverlustes von
6021 und CDKN1B.

Das pEFS betragt 38 % SE * 17 % in der Patientengruppe mit Nachweis der kombinierten Deletion,
verglichen mit einem pEFS von 72 % SE + 7 % in der Patientengruppe ohne Nachweis der kombinierten
Deletion.

4.3.3 Chromosom 9p21.3

Die 0,89 Mb messende kleinste Uberlappende Region der bei 22 % (11/51) detektierten
Verluste von 9p21.3 enthielt 19 Gene, darunter das fur die Methyladenosin-
Phosphorylase kodierende MTAP-Gen und das fir p16™“* und p14*"* kodierende
CDKN2A-Gen. Das angrenzend zentromerwarts lokalisierte CDKN2B (p15™%“®) war
zusatzlich in 9 der 11 Rezidive mit Verlust von 9p21.3 in eine minimal Uberlappende
Region von 1,21 Mb eingeschlossen. Die Korrelation mit den klinischen Daten ergab,
dass Kopienzahlverluste dieser Region mit hoheren Leukozyten- (P =0,001),
peripheren Blasten- (P = 0,0023) und Lymphoblastenzahlen im Blut (P = 0,0093) sowie
mit einem hoheren Alter der Patienten bei der Diagnose der Ersterkrankung
(P = 0,0068) und bei Rezidivdiagnose (P = 0,0005) assoziiert war (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Boxplots fir die Assoziation von Kopienzahlverlust der MOR von Chromosom
9p21.3(CDKN2A/B, MTAP) mit Leukozyten- und Blastenzahl sowie Alter bei Initial- und Rezidivdiagnose.

Der Vergleich der Mediane mittels Mann-Whitney-U-Test ergab, dass chromosomale Verluste dieser
Region mit héheren Leukozyten- (P = 0,001) und Lymphoblastenzahlen (P = 0,0093) sowie mit hGherem
Alter bei Ersterkrankungs- (P = 0,0068) und Rezidivdiagnose (P = 0,0005) assoziiert war.

4.3.4 Chromosom 3

Chromosom 3 zahlte zu den insgesamt am haufigsten von Kopienzahlverlusten
betroffenen Chromosomen (siehe Abbildung 8). Dabei konzentrierten sich die CNA auf
drei Regionen: Fokale Deletionen des fragile histidine triad (FHIT)-Gen und FRA3B-
Lokus auf 3pl14.2 und von TBL1XR1 (transducin beta like x-linked receptor 1) auf
3026.3, die jeweils bei 12 % (6/51) der Rezidive nachweisbar waren und deren MOR
ausschlie3lich die genannten Gene einschloss sowie Verluste und Zugewinne der
Region 3p21.3. Letztere schlossen gréRere Regionen ein und die MOR enthielt
entsprechend mehrere Gene (siehe auch Tabelle 5). Fir die auf Chromosom 3
identifizierten Veranderungen ergaben sich keine Assoziationen in der Korrelation mit

den klinischen Daten.
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4.3.5 Chromosom 15¢g15.1

Chromosom 15 war ebenfalls eines der vier Chromosomen, die besonders haufig
chromosomale Verluste zeigten. Eine Anhéufung von Verlusten war im Bereich von
15915.1 nachweisbar (in 20 %, 10/51), die MOR enthielt 11 Gene. Dazu zahlten LTK
(leukocyte receptor tyrosine kinase), ITPKA (inositol-trisphosphate 3-kinase A) und
TYRO3 (tyrosine-protein kinase receptor). In 16 % der untersuchten Rezidive waren
zudem Deletionen der BMF (Bcl2 modifying factor)-Gens nachweisbar.

4.3.6 CNA des X-Chromosoms

Wie bereits in 4.2.2 beschrieben, war der Verlust des gesamten X-Chromosoms der am
haufigsten beobachtete WCL und in 18 % der untersuchten Rezidive (9/51)
nachweisbar. WCL X zeigte sich ausschlie3lich in der Leuk&miezell-DNA weiblicher
Patienten (P =<0,0001) und war mit einem hoheren Alter der Patienten bei

Ersterkrankungs- und Rezidivdiagnose (P = 0,024 bzw. P = 0,006) assoziiert.

Kopienzahlzugewinne von Chromosom Xq waren in 14 % (7/51) der untersuchten
Rezidive nachweisbar. Im Gegensatz zu WCL X zeigten sich Zugewinne von Xq
ausschlieBlich in der Leukamiezell-DNA mannlicher Patienten (P = 0,034). In allen
sieben Proben betrafen die Zugewinne grol3e Teile des langen Arms und waren
zwischen 10,5 und 59,6 Mb grol3. Die proximalen zentromerwarts gelegenen Enden der
Zugewinnne betrafen unterschiedliche chromosomale Regionen zwischen Xg21.33 und
X028 (MOR Xq27.3-Xq28). Die distalen Enden waren bei allen sieben Proben im
Bereich des Telomers lokalisiert (siehe Abbildung 14). Die Analyse der klinischen Daten
der Patienten mit Zugewinn von Xq zeigte, dass alle sieben Patienten in CCR waren.
Die statistische Auswertung ergab allerdings nur eine marginale Assoziation fur
Outcome (P = 0,084) und pEFS (P = 0,073) und Zugewinn von Xq.
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Abbildung 14: Verteilung der X-chromosomalen CNA bei ETV6/RUNX1-positiven ALL-Erstrezidiven
Dargestellt sind die DNA-Kopienzahlverluste (rot) des gesamten X-Chromosoms (WCL) und die DNA-
Kopienzahlzugewinne (blau) des langen Arms von Chromosom X, deren MOR im Bereich der
Chromosomenbanden Xq27.3-Xq28 lokalisiert ist. WCL war ausschlieB3lich in der Leukamiezell-DNA
weiblicher Patienten nachweisbar, Zugewinne von Xq ausschlie3lich bei mannlichen Patienten.
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Abbildung 15: Boxplots fir die Assoziation von Kopienzahlverlust des gesamten X-Chromosoms (WCL X)
und dem Alter der Patienten bei Initial- und Rezidivdiagnose.

Der Vergleich der Mediane mittels Mann-Whitney-U-Test ergab, dass chromosomale Verluste des
gesamten X-Chromosoms mit hdheren Alter bei Ersterkrankungs- (P =0,024) und Rezidivdiagnose
(P =0,006) assoziiert war.

4.3.7 Chromosom 5q31.3

Chromosom 5031.3 zeigte bei 10% (5/51) der untersuchten Rezidive einen
Kopienzahlverlust. Alle in der array CGH identifizierten Veranderungen konnten durch
FISH-Analyse an KM-Ausstrichen verifiziert werden (siehe 4.3.8). In vier der funf
betroffenen Rezidivproben waren diese Kopienzahlverluste von submikroskopischer
GrolRe, eine der funf Leukamiezellproben zeigte einen Kopienzahlverlust von 32 Mb der
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5g31.3 einschloss. Die kleinste Uberlappende Region der Kopienzahlverluste war 0,4
Mb grof3 und enthielt als einziges Gen das Glukokortikoidrezeptor- (GR-) gen NR3CL1.
Die fur das GR-Gen kodierende DNA umfasst 157 Kb von 5g31.3 und enthalt neun
Exons. In vier der finf Rezidivproben war das komplette GR-Gen von dem
Kopienzahlverlust betroffen. In einer der Leukdmiezellproben war nicht das komplette
Gen involviert, sondern nur das 5’-Ende. Soweit eine weitere Eingrenzung der Deletion
anhand der betroffenen BAC-Klone mdglich ist, waren bei dieser Probe Exon 1 und 2
des Gens und damit die fur die Amino-terminale-Doméane des Proteins kodierenden

Bereiche involviert (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: DNA-Kopienzahlverluste von NR3C1

a, schematische Darstellung des Glukokortikoidrezeptorgens und des resultierenden Proteins mit den
drei funktionellen Einheiten: der Amino-terminalen Domane, die eine der beiden Transaktivierungs-
domanen (AF-1) enthalt, der DNA-bindenen Domane, die aus zwei ,zinc fingers“ besteht und der Caboxy-
terminalen Liganden-bindenden Domane, die die zweite Transaktivierungsdomane (AF-2) enthalt. Das
nicht translatierte Exon 1 ist nicht dargestellt

b, anhand der beteiligten BAC-Klone abgeleitete Ausdehnung der NR3C1-Verluste in Relation zu den
funktionellen Einheiten des Proteins. Die roten Linien reprasentieren die Deletion in der Leukéamiezell-
DNA eines Patienten. Die minimale Uberlappende Region der CNA wird durch die gestrichelte Linie
dargestellt. Die Pfeile zeigen Start und Ende der CNA jenseits des dargestellten Bereichs an.

Die statistische Auswertung der klinischen Daten der flinf Patienten (siehe Tabelle 8), in
deren Leuk&miezell-DNA ein Kopienzahlverlust des GR-Gens detektiert wurde, ergab
ein signifikant schlechteres molekulares Ansprechen auf die Therapie (P = 0,004) und
eine signifikant spatere morphologische Response (P =0,009). Da bei zwei der funf

Patienten kein MRD-Befund vom Ende der Induktionstherapie verfligbar war, wurde bei
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diesen Patienten die morphologische Response zum selben Zeitpunkt untersucht. Hier
zeigte sich, dass keiner der beiden Patienten nach Ende der Induktionstherapie eine
morphologische Remission erreicht hatte und >5% bzw. >25 % Blasten im KM
nachweisbar waren. Da bei diesen morphologischen Befunden eine residuelle
molekulare Leukamiezelllast von mehr als einer Zelle in 1000 gesunden Zellen
anzunehmen ist, wurden die Patienten fir die statistische Auswertung als molekulare

,poor responder” klassifiziert.

Hinsichtlich des Krankheitsverlaufs der finf Rezidivpatienten mit Deletionen von NR3C1
(siehe Tabelle 8) zeigte sich, dass einer der Patienten an einem Folgerezidiv verstarb.
Vier der funf Patienten erhielten aufgrund der hohen residuellen Leuk&miezelllast am
Ende der Induktionstherapie eine SZT. Bei zwei Patienten wurde die SZT von einem
unverwandten Spender (matched unrelated donor, MUD-SZT) durchgefiihrt. Diese
beiden Patienten verstarben an einem Folgerezidiv nach SZT. Die beiden ubrigen
Patienten erhielten eine SZT von einem verwandten Familienspender (matched sibling
donor, MSD-SZT) und befinden sich seit sieben bzw. acht Jahren in CCR (Tabelle 8).

Klinische und genetische Parameter der ALL-Rezidive mit Verlust von 5q31.3

Patient Klinische Daten Genomische Position,
/Probe GrofRe und Gene innerhalb der Deletionen
D ;rr:se[r)?gclzeh_enl e el ?'\;z?)r)t (E'\?g)e ?h;g;&e Deletierte Gene
P19 poor’ Folgerezidiv, 142,706 143652 0095  NR3C1(Exon12),
verstorben 3 weitere
2 Folgerezidiv nach NR3C1
Y poor MUD-SZT, verstorben LAl LA AR und weitere
Folgerezidiv nach
P41 poor2 MUD-SZT, 3. Rezidiv, 142.629 143.119 0,48 NR3C1
verstorben
2 in CCR nach NR3C1
P44 poor MSD-SZT 142.629 143.179 0,55 und 1 weiteres
2 in CCR nach NR3C1
P46 poor MSD-SZT 138.368 170.518 32.15 und weitere

Tabelle 8: Klinische und genetische Parameter der ALL-Rezidive mit Verlust von 5931.3.

Abklrzungen: SZT, Stammzelltransplantation; MUD-SZT, matched unrelated donor-SZT (SZT vom
unverwandten Spender); MSD-SZT, matched sibling donor-SZT (SZT vom verwandten Spender); CCR,
continuous complete remission (anhaltende komplette Remission); lAnsprechen auf die Therapie nach
dem 2. Induktionsblock F2 beurteilt gemal MRD (P19, P44, P46) bzw. entsprechend der
morphologischen Remission (P26, P41). 2poor, mehr als eine residuelle Leuk&miezelle in 1000 normalen
Zellen bzw. 5-25% (P26) und mehr als 25% (P41) leukédmische Zellen im KM nach der
Induktionstherapie.
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4.3.8 Verifizierung der CNA auf Chromosom 5q31.3 durch Interphase FISH

Um die mittels array CGH auf Chromosom 5g31.3 identifizierten DNA-
Kopienzahlverluste zu verifizieren und um den Allelstatus des auf 5931.3 lokalisierten
und von den Kopienzahlverlusten betroffenen NR3C1-Gens zu untersuchen, wurden
KM-Ausstriche der funf Patienten vom Zeitpunkt der Rezidivdiagnose mittels
Interphase-FISH analysiert. Wie in 3.3.9 beschrieben, wurden durch Nick Translation
fluoreszenzmarkierte BAC-Klone als Sonden fiir die FISH verwendet. Das NR3C1-Gen
wird auf dem fur die Studie verwendeten BAC array durch zwei Klone reprasentiert
(RP11-722H2 und RP11-614D16, siehe auch Abbildung 17). Fur die FISH wurde der
BAC-Klon RP11-614D16 (genomische Position 142.706911-142.910614) ausgewahlt,
da dieser die in den funf Rezidivproben identifizierte minimale Gberlappende Region der
DNA-Kopienzahlverluste und damit auch die von der Deletion betroffenen Abschnitte
von NR3C1 am besten abdeckte (siehe Abbildung 17) und innerhalb der von Mullighan
et al.'?® identifizierten MOR der NR3C1-Deletionen lag. Da fiir das Chromosom 5 eine
Zentromersonde kommerziell nicht verfugbar ist, wurde fir die zusatzliche
Referenzmarkierung von Chromosom 5 fur die FISH ebenfalls ein BAC-Klon als Sonde
verwendet. Hierfir wurde der BAC-Klon RP11-773M18 (genomische Position 568397-
760486) ausgewahlt, der einen Bereich von 5p13.33 reprasentiert. In dieser Region

hatten sich in der array CGH bei den untersuchten Rezidivproben keine CNA gezeigt.

UCSC Genome Browser on Human May 2004 (NCBI35/hgl17) Assembly

move zomin zo0m out
position/search |Chr5:143,112,657-143 318,706 | gene m@ size 618,150 bp.

crs ¢a31.3) [0 N TN & | [11.2] ] H EEi2E -“ftﬂ
Scale 2900 kb} {
chrs: 142700008| 142800000]| 142900000 1430000080| 143100000| 143200000|
BAC End Pairs
RP11-722H2
RF11-614D16 [ R

UCSC Knoun Genes (June, #5) Based on UniProt, RefSeq, and GenBank mRNA
M HE-1 |
NR3c1 ‘.._._.|.H.._+p_,_._._._._._._._._._._._._,_._,_._y
HR3(;1 L S e |
MOR

Abbildung 17: Auswahl des fir die Interphase FISH verwendeten BAC-Klons auf Chromosom 5g31.3.
Dargestellt ist die das NR3C1-Gen enthaltende Region von Chromosom 5q31.3 (Mb 142,6-143,2).
Zusatzlich zum NR3C1-Gen werden die zwei BAC-Klone RP11-722H2 und RP11-614D16 sowie die
Position der minimalen Uberlappenden Region (MOR) der Deletion in den funf Rezidivproben gezeigt.
Modifizierter Screenshot aus dem UCSC Genome Browser, HG17.

Die Ergebnisse der FISH-Analyse bestétigten Deletionen des GR-Gens auf Chromosom
5031.3 in allen fiinf untersuchten Rezidivproben. Der Anteil an Zellkernen, in denen
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Deletionen nachgewiesen werden konnten, lag zwischen 38 und 74 %. Insgesamt

waren heterozygote Deletionen des GR-Gens haufiger, bei drei Rezidiven wurden

jedoch in 5 bis 17 % der Zellkerne homozygote Deletionen nachgewiesen (siehe

Tabelle 9).

FISH-Analyse der 5 Rezidive mit DNA-Kopienzahlverlust von Chromosom 5g31.3

Probe Blastenzahl Anzahl Heterozygote Homozygote Zellkerne Gesamtanteil

(%)1 analysierter Deletion (%) Deletion (%) ohne Zellkerne mit

Zellkerne Deletion (%) Deletion (%)
P19 81 252 33.8 5.2 58.9 39
P26 79 318 56.3 17.3 22.3 73.6
P41 97 312 42 14.7 39.4 56.7
P44 93 316 37.7 0 53.5 37.7
P46 84 309 54.7 0 42.1 54.7

Tabelle 9: FISH-Analyse der 5 Rezidive mit DNA-Kopienzahlverlust von Chromosom 5q31.3.
'Prozentuale Anzahl von Blasten im KM vor Anreicherung der mononuklearen Zellen durch Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation.

Abbildung 18 zeigt die Position der als FISH-Sonden verwendeten BAC-Klone auf

Chromosom 5 sowie verschiedene Signalkombinationen am Beispiel der untersuchten

Patientenproben P26.
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a b normaler Zellkern
[ 5p15.33
BAC RP11-773M18
(FITC)
Zentromer
C heterozygote Deletion
von 5g31.3
d homozygote Deletion
[ | 5031.3 von 5g31.3
BAC RP11-614D16
(SpectrumOrange ™)

Chromosom 5

Abbildung 18: Interphase FISH-Analyse von Chromosom 5 zur Validierung der auf Chromosom 5q31.3
identifizierten Veranderungen

a: Position der beiden fir die FISH als Sonden verwendeten BAC-Klone. BAC-Klon RP11-614D16,
Chromosom 5¢31.3, wurde mit SpectrumOrange™ (rotes Signal) fluoreszenzmarkiert. BAC-Klon RP11-
773M18, Chromosom 5p15.33, wurde mit FITC (grines Signal) fluoreszenzmarkiert.

B: Interphase-FISH eines normalen Zellkerns mit jeweils zwei Signalen fur die beiden markierten
Regionen von Chromosom 5.

C: Heterozygote Deletion von 5g31.3. Eines der beiden roten Signale fehilt.

D: Homozygote Deletion von 5g31.3. Beide roten Signale fehlen.

4.3.9 CNA von Genen der B-Zell-Differenzierung und B-Zell-Reifung

Kopienzahlveranderungen von Genen, die fur die normale B-Zell-Differenzierung und B-
Zell-Reifung von Bedeutung sind, waren zusammengerechnet in 53 % (27/51) der
ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidive nachweisbar. Kopienzahlverluste der Region
7p12.2 zeigten sich in 8 % (4/51). Die minimale Uberlappende Region der Verluste
umfasste 1 Mb (genomische Position Mb 49,87-50,39) und enthielt sechs Gene,
darunter das IKZF1-Gen. Verluste von 5933.3 wurden in drei Rezidiven detektiert (6 %).
Innerhalb der kleinsten gemeinsamen Region dieser CNA war EBF1 als einziges Gen
enthalten. CNA der Region 9pl13.2, die das PAX5-Gen enthalten, wurden bei vier

Rezidivproben (8 %) nachgewiesen. Der B-Zell-Differenzierungs-Regulator SLP-65
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(BLNK) auf Chromosom 10g24.1, war in funf Rezidivproben (10 %) deletiert. Keine der
untersuchten Leukamiezellproben zeigte CNA von E2A (TCF3), RAG1 oder RAG2.

4.3.10Kopienzahlzugewinne in ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven

Wie bereits beschrieben (siehe 4.2.1), waren Kopienzahlzugewinne und insbesondere
Zugewinne von submikroskopischer Gréf3e, in den untersuchten Rezidiven eindeutig
seltener vorhanden als Verluste. Zu den rekurrent nachgewiesenen
Kopienzahlzugewinnen zahlten neben Amplifikation von Xq (siehe 4.3.6) und 3p21
(siehe 4.3.4), Zugewinne im Bereich der beiden in die Translokation t(12;21)
involvierten Chromosomen 12p und 21qg. Wie in der Einleitung beschrieben, gehotren
Amplifikationen von RUNX1 sowie Duplikationen des derivativen Chromosoms 21
(der(21)t(12;21)) zu den haufigen zusatzlichen Veradnderungen bei ETV6/RUNX1-
positiver ALL.

In den untersuchten Rezidiven waren Zugewinne von 21q unter Beteiligung der Region
21922, in der das RUNX1-Gen liegt, in 33 % (17/51) nachweisbar.

Zugewinne von 12p wurden in 22 % (11/51) der Rezidive identifiziert. Die
chromosomalen Zugewinne waren, im Vergleich mit den Deletionen von 12p (siehe
Tabelle 5), deutlich groBer (7-12 Mb). In allen untersuchten Proben schlossen die
Zugewinne das distale Ende (Telomer) von Chromosom 12 ein. In 7 der 11 Rezidive
(14 %) lag das proximale Ende der Zugewinne im Bereich 12p13.2 (genomische
Position 12,00 Mb) und schloss ETV6 oder Teile des Gens ein. Zugewinne von 12p
waren immer in Kombination mit Zugewinnen des Chromosoms 21q nachweisbar. Eine
maogliche Erklarung hierfur ist das Vorliegen einer zusétzlichen Kopie des derivativen
Chromosom 21 aus der Translokation t(12;21). Zugewinne von 12p waren mit jingerem

Alter bei Rezidivdiagnose assoziiert (P = 0,037).

4.4 Kombinierter Nachweis rekurrenter CNA

Bei der Auswertung der array CGH-Daten fiel auf, dass einige der rekurrenten CNA
wiederholt in Kombination vorlagen. Dies zeigte sich beispielsweise fir Verluste von
6021, die haufig zusammen mit Deletionen von Chromosom 12p13 vorlagen (siehe
4.3.2).
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Aufgrund der Tatsache, dass mit zunehmender Haufigkeit des Nachweises einer
Verdnderung auch die Wabhrscheinlichkeit zunimmt, dass diese mit anderen
Veranderungen gemeinsam vorkommt, kénnte sich das rekurrent kombinierte Vorliegen
von Veranderungen allein durch deren Haufigkeit erklaren. So gehérten beispielsweise
Verluste von 6921 und von CDKN1B zu den insgesamt am haufigsten nachgewiesenen
CNA. Abbildung 19 zeigt in der Ubersicht, welche der rekurrent nachweisbaren CNA
wie haufig in Kombination vorlagen. Um zu untersuchen, ob die Kombination von CNA
allein durch deren Haufigkeit erklart werden kann oder ob es unabhangig von deren
Haufigkeit Veranderungen gibt, die signifikant hdufig oder selten gemeinsam auftreten,
wurden alle rekurrenten Veranderungen mittels Exaktem Test nach Fisher in
Kreuztabellen gegeneinander gepruft. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in

Tabelle 10 zusammengefasst.

Kombinierte CNA p3

CNA 1 n CNA 2 n Haufigkeit Kombination

Kombinierte Kopienzahlzugewinne

12p gain 11 WCG 10 7 5 0,003
ETV6 gain 7 WCG 10 7 3 0,045
12p gain 11 16g22.1 gain 8 4 0,055
12p gain 11 RUNX1 gain 17 11 0,000
ETV6 gain 7 RUNX1 gain 17 7 0,000
16g922.1 gain 8 WCG 10 7 3 0,068
RUNX1 gain 17 WCG 10 7 5 0,034
Kombinierte Kopienzahlverluste

ETV6 loss 22 9p21.3 loss® 11 8 0,048
9p21.3loss’ 11 CDKN1B loss® 19 7 0,075
6021 loss 17 10q loss 7 0 0,080
Kombinierte Kopienzahlzugewinne- und verluste

RUNX1 gain 17 ETV6 loss 22 4 0,039
12p gain 11 ETV6 loss 22 0 0,007
RUNX1 gain 17 9p loss 13 1 0,038
RUNX1 gain 17 9p21.3 loss® 11 1 0,075
12p gain 11 9p21.3 loss® 11 0 0,093

Tabelle 10: CNA die unabhangig von ihrer Haufigkeit besonders haufig oder selten in Kombination
vorlagen. Dargestellt sind alle Kombinationen fur die die Analyse mittels Exaktem Test nach Fisher einen
P-Wert <0,1 ergab. "MOR 9p21.3 in der die Gene CDKN2A, CDKN2B und MTAP enthalten sind; “MOR
12p13.2 in der CDKN1B enthalten ist; 3p-wert Exakter Test nach Fisher;
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Abbildung 19: Darstellung der rekurrenten CNA und deren kombinierter Nachweis.

In den Zeilen und Spalten sind jeweils die rekurrent nachweisbaren CNA einzeln aufgetragen. In der
Diagonale (blau hinterlegt) ergibt sich daraus die Haufigkeit der einzelnen rekurrenten CNA. Die
Haufigkeit mit der rekurrente CNA in Kombination nachweisbar waren, lasst sich aus der Zeile und der
entsprechenden Spalte ablesen. Kombinationen die mit einer Haufigkeit = 2 bis < 4 nachweisbar waren
sind grun, = 5 bis < 9 lila und = 10 orange hinterlegt.

Die Prufung zur Haufigkeit eines kombinierten Nachweises von CNA ergab fiur einige
der Kombinationen eine statistische Signifikanz (P<0,05). Bei den rekurrent
nachgewiesenen Kopienzahlzugewinnen zahlten dazu Zugewinne von Chromosom 12p
bzw. des ETV6-Gens in Kombination mit Zugewinnen des RUNX1-Gens. Wie in
Abschnitt 4.3.10 bereits beschrieben, waren Zugewinne von 12p in allen Fallen mit
Zugewinnen von 21q bzw. RUNX kombiniert, was sich moglicherweise durch eine

Duplikation des derivativen Chromosoms 21 erklart.
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Weiterhin signifikant haufig kombiniert waren Zugewinne des gesamten Chromosom 10
(WCG 10) mit Zugewinnen des Chromosom 12p bzw. des ETV6-Gens (P = 0,003 bzw.
0,045) sowie mit Zugewinnen von RUNX1 (P = 0,034). Fir die Kombination von WCG
10 sowie Zugewinn von 12p mit Zugewinn von Chromosom 16g22.1 ergaben sich

grenzwertig signifikante Assoziationen (P = 0,068 bzw. 0,055).

Fur das kombinierte Vorliegen von Verlusten war ausschliel3lich die Kombination von
Deletionen von ETV6 mit Deletionen der Region 9p21.3 (CDKN2A/B, MTAP) signifikant
haufig (P =0,048), wahrend die Kombination von Verlusten von CDKN1B mit
Chromosom 9p21.3 sowie von Chromosom 6921 mit Chromosom 10q, die in keinem
Rezidiv gemeinsam nachgewiesen wurden, nur eine Tendenz fur eine statistische
Signifikanz zeigten (P = 0,075 bzw. 0,08).

Kopienzahlverluste des ETV6-Gens schlossen sich mit Zugewinnen von 12p
gegenseitig aus (P =0,07), obwohl wie in 4.3.10 beschrieben nur bei sieben der elf
Rezidive mit Zugewinn von 12p das ETV6-Gen bzw. Teile des Gens in die amplifizierten
Regionen eingeschlossen war. Die Kombination aus ETV6-Verlust und Zugewinn von
RUNX1 war ebenfalls signifikant selten nachweisbar (P =0,039). Ferner war die
Kombination von Verlusten von 9p21.3 (CDKN2A/B, MTAP) mit Zugewinnen von 12p in
keinem Rezidiv nachweisbar (P = 0,093) und von Verlusten von 9p21.3 (CDKN2A/B,
MTAP) mit Zugewinnen des RUNX1-Gens nur in einem Rezidiv nachweisbar
(P =0,075).

Fur die oben genannte haufige Kombination von Verlusten von Chromosom 6g21 mit
12p13.2 (CDKN1B) konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

Die ETV6/RUNX1-Fusion charakterisiert den gegenwartig haufigsten genetisch
definierten leukamischen Subtyp im Kindesalter. Die Fusion wird als auslésendes
Ereignis fur diese Leukdmieform angesehen, ist jedoch allein nicht in der Lage, die
leukdmogene Transformation der Zelle zu verursachen. Infolgedessen sind aus
gegenwartiger Sicht zusatzliche genetische Verédnderungen fir die definitive
leukamogene Transformation erforderlich. Mithilfe hochauflosender gesamtgenomischer
Untersuchungsansatze konnten fiur die ALL-Ersterkrankung in den letzten finf Jahren
zahlreiche zusatzliche submikroskopische Veranderungen in ETV6/RUNX1-positiven
Leukamiezellen identifiziert werden. Zu Beginn dieser Studie lagen keine Daten zu
deren Haufigkeit bei ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven vor.

Zusatzliche Kopienzahlverdnderungen tragen madglicherweise nicht nur zur
leukdmogenen Transformation praleukéamischer Klone bei, sondern beeinflussen
dariiber hinaus auch das Ansprechen auf die Therapie, den Krankheitsverlauf und den
Ausgang der Erkrankung bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL. Bisher existieren keine
umfassenden Daten bezlglich einer moglichen prognostischen Relevanz

nachgewiesener Veranderungen.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte die Haufigkeit zusatzlicher
Kopienzahlveranderungen in 51 ETV6/RUNX1-positiven Erstrezidiven einer ALL mittels
hochauflosender gesamtgenomischer array CGH ermittelt werden und identifizierte
CNA anschlieBend durch Korrelation mit allen bekannten Kklinischen Daten der

Patienten systematisch hinsichtlich einer prognostischen Relevanz analysiert werden.

5.1 Haufigkeit von CNA in ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden mit Daten bereits publizierter Studien
verglichen, die ebenfalls gesamtgenomisch hochauflosend die Haufigkeit von DNA-
Kopienzahlverdnderungen bei ETV6/RUNX1-positiver ALL untersucht hatten. Fir einen
Vergleich zur Verfigung standen vier Studien, in denen CNA in ETV6/RUNX1-positiven

ALL-Ersterkrankungen untersucht worden waren*?**%°

sowie eine Studie, die CNA bei
ETV6/RUNX1-positiver ALL sowohl zum Zeitpunkt der Ersterkrankung als auch beim

Rezidiv paarweise analysiert hatte™®!. Zwei weitere Studien, die die Haufigkeit von CNA
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bei ALL-Ersterkrankungen untersucht hatten***? sowie drei Arbeiten, die CNA bei

Ersterkrankung und Rezidiv untersucht hatten'®****

, waren fur einen Vergleich von
Haufigkeiten ungeeignet, da ETV6/RUNX1-positive ALL zwar untersucht, jedoch nicht
als einzelne Subgruppe, sondern unabhéngig vom genetischen Subtyp in der
Gesamtgruppe der BCP-ALL dargestellt worden waren. Tabelle 11 gibt einen Uberblick

Uber die Studien, die fur einen Vergleich zur Verfigung standen.

Studie Zeitpunkt Methode Auflésung Probenzanhl
g‘r’]zg':'sitl e"ﬂ;e 2007 initial arayCGH  Ca.1,3Mb 24
Mulighan Sl initial SNP-Amay  250k+50k a7
tggfgﬂﬁ;”zgtoﬂ'z’e initial aray CGH  Ca. 300 Kb 17
Lilljebjorn et al.*, - i .
Human Molecular Genetics 201017 Mtial lPAiEy Sk =
Kuster et al., initial und

Blood 20113 Rezidiv SNP-Array 500k 14 Paare
Vorliegende Arbeit Rezidiv array CGH Ca. 150 Kb 51

Tabelle 11: Publizierte Studien, in denen hochauflésend gesamtgenomisch ETV6/RUNX1-positive ALL-
Ersterkrankungen bzw. ALL-Rezidive untersucht wurden, die fur einen Vergleich mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit zur Verfligung standen.

?IxDiese Studie untersuchte 24 ETV6/RUNX1-positive ALL-Ersterkrankungen, von denen 17 bereits
zuvor mittels array CGH mit niedrigerer Auflosung analysiert worden waren®°. Dartber hinaus wurde der
Datensatz durch die 47 ETV6/RUNX1-positiven Proben von Mullighan et al.'® und durch 93
ETV6/RUNX1-positive Proben, die zuvor von Kawamata et al.* publiziert worden waren, erweitert. Um
Uberlappungen zu vermeiden wurden bei dieser Literaturquelle fiir den Vergleich nur die Haufigkeiten in
den 24 von Lilliebjorn et al."*" analysierten Proben beriicksichtigt.

In allen 51 untersuchten Rezidivproben konnten CNA identifiziert werden. Die
durchschnittliche Anzahl von CNA pro untersuchte Rezidivprobe lag bei sieben
Veranderungen. Dabei zeigte sich, dass chromosomale Verluste wesentlich haufiger als
chromosomale Zugewinne waren (2,5:1). Grundsatzlich stimmen die in der
vorliegenden Studie nachgewiesenen Haufigkeiten mit den in der Literatur
beschriebenen Uberein, die ebenfalls Kopienzahlverluste sehr viel haufiger als
Zugewinne identifizierten. Fur den Vergleich der absoluten Haufigkeiten ist zu
berlcksichtigen, dass fir die einzelnen Studien Plattformen mit unterschiedlich hoher
Aufldsung angewendet wurden (siehe Tabelle 11) und ein entsprechender Vergleich nur
eingeschrankt moglich ist. Weiterhin koénnten die unterschiedliche Grol3e der

untersuchten Patientenkollektive sowie die Auswahl der Patienten einen Einfluss haben.
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Ein Vergleich, der in den oben genannten Studien beschriebenen Haufigkeiten mit den
in der hier vorliegenden Arbeit identifizierten Haufigkeiten fur die rekurrenten CNA, ist in
Tabelle 12 dargestellt.

Ein wesentliches Ergebnis der hochauflosenden Studien zum Nachweis zusatzlicher
Veranderungen ist, dass die ETV6/RUNX1-Fusion im Vergleich mit anderen genetisch
definierten Subgruppen der ALL im Kindesalter durch eine besonders hohe Pravalenz
zusatzlicher CNA charakterisiert wird. So beobachteten Mullighan et al. In ihrem
Kollektiv im Mittel sechs zusatzliche Deletionen in ETV6/RUNX1-positiven ALL im
Gegensatz zu beispielsweise nur einer zusatzlichen Deletion in MLL-positiven ALL-
Ersterkrankungen pro untersuchter Probe’?®. Fir diese im Sauglingsalter haufigste mit
einer sehr ungunstigen Prognose assoziierte Leukamieform wird im Gegensatz zur
ETV6/RUNX1-Fusion angenommen, dass das onkogene Potential der MLL-Fusion fur
die leukdmogene Transformation der Zelle suffizient sein kdnnte. Dafir sprechen das
typischerweise junge Erkrankungsalter und die damit verbundene Kkurze Latenz
zwischen  der bereits intrauterin  nachweisbaren  Genfusion und der
Leukamieentstehung®>***° die hohe Konkordanzrate in monozygoten Zwillingen*>**°,
die Tatsache, dass im Mausmodell MLL-rearrangement positive Mause mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit eine Leukamie entwickelten®” und letztlich auch der Nachweis nur

weniger oder sogar das Fehlen zusatzlicher CNA in dieser Subgruppe®?®1°8,

5.2 Rekurrente CNA in ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven

Einige der in der vorliegenden Studie als rekurrent identifizierten Veranderungen waren
fokale Deletionen, deren minimale Uberlappende Regionen nur ein einziges Gen
enthielten. Dazu gehérten FHIT auf Chromosom 3pl14.2, TBL1XR1 auf 3g26.3, NR3C1
auf 5931.3, TTC26 auf 79q34 und ETV6 auf Chromosom 12p13.2.

Am héaufigsten nachgewiesen wurden CNA der Region 12p13 (49 %). Als einziges Gen
enthielt die MOR den Transkriptionsfaktor ETV6. Deletionen von ETV6 gehdren zu den
rekurrenten Veranderungen, die haufig mit der ETV6/RUNX1-Fusion assoziiert sind
(siehe auch 1.6). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit
werden  ETV6-Deletionen mit einer Haufigkeit von 42-70% fur die

Ersterkrankung®?”*?813! und 52-57 % firr das Rezidiv*®*3! beschrieben.
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Weitere potentielle Kandidatengene der Region 12p13 waren BCL2L14 (BCL2-like 14

159

isoform 1), das fur ein pro-apoptotisches Mitglied der BCL-2 Familie kodiert™" und

CDKN1B, das fur einen zyklinabhangigen Kinaseinhibitor kodiert und als negativer
Regulator der Zellzyklusprogression von der G1 zur S-Phase funktioniert'®.
Chromosomale Verluste, die CDKNI1B einschlossen, waren in 37 % der Rezidive
nachweisbar. Die Korrelation mit den klinischen Daten der Patienten ergab, dass das
Rezidiv bei Patienten mit dieser Aberration in Bezug auf die
Ersterkrankungsbehandlung zu einem signifikant friheren Zeitpunkt auftrat (P = 0,009)
und das pEFS signifikant niedriger war (P = 0,001) (siehe Abbildung 11) sowie eine
Assoziation mit einem c-ALL-Immunphénotyp bestand (P =0,018). Die multivariate
Analyse der Assoziation von pEFS und CDKN1B-Verlust unter Einbeziehung der
Einflussfaktoren Zeitpunkt des Rezidivs sowie Immunphanotyp zeigte allerdings, dass
die Assoziation mit dem pEFS der Patienten durch die Assoziation mit dem Zeitpunkt
des Rezidivs beeinflusst wird (siehe Tabelle 7) und die CDKN1B-Deletionen keinen
unabh&ngigen prognostischen Faktor darstellen. Heterozygote Deletionen von CDKN1B
gehdren zu den bekannten haufig nachweisbaren Verdnderungen bei der ALL-
Ersterkrankung und werden in 36 % (5/14) ETV6/RUNX1-positiver Ersterkrankungen
und Rezidive beobachtet'®!. Obwohl eine Assoziation mit einer ungiinstigen Prognose
fur die ALL bisher nicht beschrieben wurde, ist die Korrelation einer erniedrigten
Expression von CDKN1B mit einer schlechten Prognose in soliden Tumoren

nachgewiesen worden®*162,

Numerische sowie strukturelle Aberrationen der Region 6q gehdren zu den rekurrenten
Veranderungen bei der ALL im Kindesalter'®®. Bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL-
Ersterkrankung gehoren Deletionen der Region 6921 zu den haufigen zusatzlichen
Aberrationen und werden mit einer Haufigkeit von 7 bis 18 % beschrieben?0128:129.131
Beim Rezidiv wurden sie in 7 % (1/14) der untersuchten Proben identifiziert"*!. In der
vorliegenden Arbeit waren Verluste von 6g21 mit 33 % deutlich haufiger.

In Ubereinstimmung mit bisher publizierten Daten zu Deletionen von 6¢21 und

klinischen Parametern bei der ALL-Ersterkrankung®®'%*

, Zeigte sich in der statistischen
Auswertung keine prognostische Relevanz fur die Rezidivkohorte. Auffallig war
allerdings das gehaufte gemeinsame Vorkommen von Kopienzahlverlusten der
Regionen 12p13 unter Beteiligung des CDKN1B-Gens und 6921 (16 %; 8/51) in den

hier untersuchten Rezidiven. Weil der Anteil von Folgerezidiven in dieser Gruppe
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Uberproportional hoch war im Vergleich mit den Patienten ohne Nachweis dieser
Aberrationen (63 % versus 24 %), erfolgte eine Analyse der klinischen Daten, die eine
grenzgradige Signifikanz fir ein schlechteres Outcome (P = 0,047) und ein niedrigeres
pPEFS ergab (P =0,045) (siehe auch Abbildung 12). Aufgrund der Tatsache, dass die
identifizierten MOR vergleichsweise grof3 sind (3,2 Mb fir 6921 und 1,26 Mb fir
12p13/CDKN1B) und entsprechend mehrere Gene enthalten, ist eine Interpretation der
beobachteten Assoziation mit einer Tendenz zu einer unginstigen Prognose schwierig.
Die Analyse der auf Chromosom 6g21 involvierten Gene identifizierte FOXO3A als ein
putatives Kandidatengen. FOXO3A ist ein Transkriptionsfaktor, der in verschiedene
zellulare Prozesse involviert ist wie Proliferation und Apoptose und fur die Induktion der
CDKN1B-Gentranskription von Bedeutung ist***®°. Eine mégliche Co-Inaktivierung von
CDKN1B und FOXOS3A infolge Deletion kdnnte einen ungunstigen prognostischen
Einfluss ausiiben. Die statistische Prufung der Haufigkeit des kombinierten Nachweises
von CNA (siehe 4.4) ergab fir Deletionen von Chromosom 6921 mit Deletionen von
12p13.2 (CDKN1B) keine statistische Signifikanz, sodass angenommen werden muss,
dass der haufigen Kombination dieser Veranderungen in dem untersuchten Kollektiv
eher keine funktionelle Ursache zugrunde liegt. Ebenso kdnnte sich die Assoziation mit
einer Tendenz zu einem schlechteren Outcome bzw. niedrigeren pEFS fur diese
Kombination von CNA allein durch die signifikante Assoziation von CDKN1B-Deletionen

mit einem niedrigeren pEFS erklaren (s. 0.).

Deletionen von 9p21.3 wurden in 22 % der untersuchten Rezidive beobachtet und
enthielten die Gene CDKN2A, MTAP und CDKN2B. Die in der Literatur beschriebene
Haufigkeit fir 9p21.3 Deletionen wird fir ETV6/RUNX1-positive ALL-Ersterkrankungen
mit 12 bis 29 % angegeben'**®, fir das Rezidiv der Erkrankung mit 33 %% . In
unserem Rezidivkollektiv zeigte sich eine Assoziation mit signifikant hdheren
Leukozyten- und Blutblastenzahlen sowie mit héherem Alter zum Zeitpunkt der
Rezidivdiagnose.
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Rekurrente CNA in ETV6/RUNX1-positiver ALL im Kindesalter — Vergleich der Haufigkeiten

L
= f_-%ﬁ fgﬁ sga o o §,
2 o 2 a2 o o Q5
S ® = 2T 2Lx n © »n © =3
Referenz 23 28 S8 S8 28 28 2%
= =
3 I I I i = =
Untersuchungszeitpunkt  Z = = = = 3 3
Probenzahl n=24 n=47 n=17 n=24 n=14 n=14 n=b1
Region Gene Rekurrente CNA (%)
Verluste
3pl4.2 FHIT °0 9 o0 21 c0 c0 12
3p21.21 SMARCC1 21 °0 o0 o0 °0 °0 14
3013.2 CD200, BTLA 0 15 0 21 36 29 0
3026.32 TBL1XR1 0 13 0 21 29 21 12
4031.23 NR3C2 17 11 w 8 0 14 4 (8)
5031.3 NR3C1 °0 13 o0 13 0 21 10
5033.3 EBF1 0 11 o0 4 0 14 6
6021 ARMC2, SESN1, 17 15 18 25 7 7 33
7p12.2 IKZF1 % 0 B 0 0 7 8
7934 TTC26 % % % % % 14
9p13.2 PAX5 25 28 0 25 21 21 8
9p21.3 variabel 29 26 12 17 0 0 22
9p21.3 MTAP o0 °0 o0 o0 14 21 22
9p21.3 CDKN2A °0 25 12 17 21 29 22
9p21.3 CDKN2B 0 0 17 21 21 18
10g24.1 BLNK 0 2 0 0 0 0 10
12p13.2 ETV6 87 70 18 42 57 57 43
12p13.2 BCL2L14 c0 0 18 o0 36 36 45
12p13.2 CDKN1B 0 0 18 °0 36 36 37
12¢g21.33 BTG1 25 13 o0 4 21 0 0
15g15.1 BMF °0 0 0 8 14 14 16
19913.11 GPI, PDCD2L 13 0 0 0 0 0 12
21922.12 RUNX1 25 6 0 4 14 14 1
22q11.22 VPREB1 0 68 o0 o0 57 71 0
Zugewinne
12p13.2 ETV6 % % 35 © % % 16
16922.1 HSF4, E24F, CTCF 0 0 0 0 0 0 10
21922 RUNX1 25 4 35 25 36 29 33
Xq27.3-28 SPANX1, HMGB3 0 0 35 25 o0 o0 14
WCG 10 17 6 0 0 o0 o0 12
WCG 16 0 0 12 13 o0 o0 6

Tabelle 12: Haufigkeiten rekurrenter CNA bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL bzw. ALL-Rezidiv im
Kindesalter. Vergleich der in der vorliegenden Arbeit ermittelten Haufigkeiten mit den H&aufigkeiten
publizierter Studien.

=, keine Angabe zu Haufigkeit in den Publikationen und nicht als rekurrent nachweisbar beschrieben.
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In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien, die diesen Zusammenhang bei BCP-ALL

166,167

im Kindesalter untersuchten ,wurden in der hier vorliegenden Arbeit keine

Korrelation von 9p21.3-Deletionen und dem Outcome der Patienten beobachtet.

5.3 Beteiligung von Genen der B-Zell-Differenzierung und B-Zell-Reifung

Ein wesentliches Ergebnis, Uber das in kirzlich publizierten Studien zum Nachweis
zusatzlicher Veranderungen in  BCP-ALL-Ersterkrankungen- und Rezidiven
Ubereinstimmend berichtet wurde, ist die Uberproportional haufige Involvierung von
Genen, die fur die B-Zell-Differenzierung und B-Zell-Reifung von Bedeutung
sind!?>128.132-134 " pje Differenzierung und Reifung von B-Lymphozyten unterliegt einem
Netzwerk komplexer Regulationsmechanismen, fur die die Expression verschiedener

Transkriptionsfaktoren eine zentrale Rolle spielt'®®%

. Durch die oben genannten
hochauflosenden Studien konnte gezeigt werden, dass bei der ALL Kopienzahlverluste
in Genen, die fur B-Zell-Transkriptionsfaktoren kodieren, haufig nachweisbar sind. Dazu
zéhlen PAX5 (paired box domain 5), das in verschiedenen Stadien der B-Zell-
Entwicklung von Bedeutung ist'’®, EBF1 (early B-cell factor) und E2A (TCF3,
transcription factor 3), die fiir die B-Zellreihen-Spezifizierung erforderlich sind*™* sowie
IKZF1 (Ikaros), das ebenfalls an der Regulation der B-Zellreihen-Differenzierung- und
Spezifizierung beteiligt ist'’
fur die B-Zell-Entwicklung, wie die Tyrosinkinase FYN sowie RAG1l und RAG2

(recombination activating enzyme 1 und 2), die fur die Initierung der V(D)J-

. Weiterhin waren Gene mit anderen wichtigen Funktionen

d 173

Rekombination bei der B-Zell-Entwicklung von Bedeutung sind~"°, rekurrent von CNA

betroffen.

Veranderungen des PAX5 —Gens (Chromosom 9p13.2) sind bei der BCP-ALL als
besonders haufig (30 %)*?® beschrieben und umfassen neben partiellen und kompletten
Deletionen auch Punktmutationen sowie die Involvierung des Gens in
Translokationen'?®'™. Bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL-Ersterkrankungen konnten
PAX5-Deletionen in bis zu 27 % (13/47, 27 %'?%, Supplementérdaten und 6/24, 25 %'?')
der Proben identifiziert werden, beim Rezidiv der Erkrankung in 21 % (3/14)"**. In dem
hier untersuchten ETV6/RUNX1-positiven Rezidivkollektiv waren Deletionen von PAX5

deutlich seltener (4/51, 8 %) nachweisbar (siehe auch Tabelle 12).
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Diese Diskrepanz konnte einerseits durch die niedrigere Auflésung der array CGH-
Plattform, die fur die vorliegende Arbeit verwendet wurde, erklart werden. Die
Ausdehnung der hier identifizierten 9p13.2-Deletionen unter Beteiligung des PAX5-
Gens, waren in drei der vier betroffenen Rezidive vergleichsweise klein und wurden im
array CGH-Profil nur durch zwei bzw. drei Uberlappende aberrante BAC-Klone
reprasentiert. Entsprechend der angewendeten Auswertungskriterien fur die array CGH
(siehe 3.3.4) waren diese PAX5-Deletionen nahe der Auflésungsgrenze der Plattform.
Eine andere Einflussmdglichkeit konnte jedoch auch die unterschiedliche Gréf3e und
Selektion der untersuchten Patientenkollektive darstellen. So detektierten Tsuzuki et
al.'*® PAX5-Deletionen in 25 % (6/24) der analysierten ETV6/RUNX1-positiven ALL-
Ersterkrankungen. lhre Untersuchungen erfolgten auf einer array CGH-Plattform mit
einer Auflosung von 1,3 Mb, die somit deutlich niedriger war als die in der hier
vorliegenden Studie verwendete. Zwei kirzlich publizierte Arbeiten verglichen die
Haufigkeit von CNA in gepaarten Ersterkrankungs- und Rezidivproben der BCP-ALL
allgemein'® bzw. der ETV6/RUNX1-positiven ALL™. PAX5-Deletionen wurden in
konstanter Anzahl in beiden Erkrankungsstadien (in 35 %' bzw. in 21 %! der
Proben) identifiziert.

In ihrer vergleichenden Analyse von Ersterkrankung und Rezidiv berichten Kuster et
al.’® von im Rezidiv neu erworbenen Kopienzahlverlusten der Gene EBF1 (2/14) und
IKZF1 (1/14). In dem hier untersuchten grofReren Rezidivkollektiv zeigten sich
Deletionen dieser Gene in 6 % (3/51) bzw. 8 % (4/51) und waren damit vergleichbar
haufig. Im Gegensatz dazu wurden Deletionen von IKZF1 bei der ETV6/RUNX1-

positiven ALL-Ersterkrankung bisher nicht nachgewiesen®?"?®

, zeigten sich aber als
haufige zusatzliche Veranderungen in BCR-ABL-positiven und anderen Hochrisiko-ALL-
Subtypen®”*’®. Vorherige Studien beschreiben EBF1-Deletionen bei 4 bzw. 11 % der
ETV6/RUNX1-positiven ALL-Ersterkrankung®?"*?® sowie eine Haufung bei diesem ALL-

Subtyp'?.

Das FYN-Gen (Chromosom 6q21), das fur eine Protein-Tyrosinkinase kodiert, war in
den hier untersuchten Rezidiven haufig von Kopienzahlverlusten betroffen (31 %). Die
Verluste im Bereich von Chromosom 6q umfassten vergleichsweise groRe Abschnitte,
so dass neben FYN in allen Rezidiven auch weitere Gene betroffen waren. FYN gehort
zur Familie der Src-Tyrosinkinasen, die in der frihen B-Zell-Entwicklung eine wichtige

Rolle spielen*””.
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BLNK (B-cell-linker, Chromosom 10g24.1) war in 10 % der Rezidive deletiert. BLNK
kodiert ein Adapterprotein, das eine zentrale Funktion im B-Zellantigenrezeptor-
Signalweg einnimmt. Die Bedeutung von BLNK fur die normale B-Zellentwicklung
konnte im Mausmodell gezeigt werden, in dem BLNK-defiziente”) Mause einen B-Zell-
Differenzierungsblock sowie eine gesteigerte pra-B-Zell-Proliferation aufwiesen und in
einigen Fallen eine pra-B-Zell-Leukamie entwickelten. Die Wiederherstellung der BLNK-
Expression in den Mausen fuhrte zu einer Hemmung des Tumorwachstums, was fur

178 " Deletionen diese Gens

eine Funktion von BLNK als Tumorsuppressor spricht
scheinen bei der ALL-Ersterkrankung sehr selten zu sein. So identifizierten Mullighan et
al.'?® Deletionen von BLNK in 1% (2/192) der BCP-ALL und in 2% (1/47) der
ETV6/RUNX1-positiven ALL, Lilliebjérn et al.*?” detektierten keine Deletionen des Gens.

Bisher existieren keine Daten zur Haufigkeit beim ALL-Rezidiv.

Obwohl die genannten Gene mit Einfluss auf B-Zell-Differenzierung und B-Zell-
Entwicklung nicht zu den am héaufigsten veranderten Genen in den hier untersuchten
ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven gehdrten, so zeigten doch 53 % (27/51) der
untersuchten Proben Kopienzahlverluste in mindestens einem der erwahnten und in

anderen Studien haufig deletierten Gene.

5.4 Geschlechtsspezifische Veranderungen des X-Chromosoms

Kopienzahlveranderungen des X-Chromosoms zeigten eine geschlechtsspezifische
Verteilung bei den hier untersuchten ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidiven.

WCL X war die am haufigsten identifizierte Aneuploidie (18 % bezogen auf die gesamte
Kohorte), ausschlie3lich bei weiblichen Patienten nachweisbar (9/20 Madchen, 45 %)
und mit hoherem Alter bei Diagnose von Ersterkrankung und Rezidiv assoziiert.
Vorherige zytogenetische Studien beschreiben eine niedrigere Haufigkeit dieser
Veréanderung bei der ALL-Ersterkrankung (3-8 %), beobachteten jedoch ebenfalls eine
Assoziation mit weiblichem Geschlecht sowie dem Nachweis von ETV6/RUNX1'%>%7°,

Zugewinne von Xq wurden in 14 % der untersuchten Rezidive identifiziert und waren
ausschliel3lich bei ménnlichen Patienten nachweisbar (13/31 Jungen, 42 %). Zugewinne
von Xg wurden in einer kirzlich publizierten Studie als insgesamt haufigste zusétzliche
Veranderung von ETV6/RUNX1-positiven ALL-Ersterkrankungen beschrieben und

spezifisch bei Jungen nachgewiesen (6/17, 35 %)*?°. In einer zweiten Studie derselben
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Arbeitsgruppe, in der das Patientenkollektiv erweitert wurde, korrigierte sich zwar der
Anteil von Xg-Verlusten auf 25 %'?’, siehe auch Tabelle 12, blieb jedoch weiterhin eine
der am haufigsten detektierten Veranderungen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit schlossen die Zugewinne das Telomer von Xq ein, wahrend die
zentromerwarts gelegenen Bruchpunkte variable Regionen von Xq betrafen. Kawamata
et al.*®* beschreiben Zugewinne von Xq als rekurrente Veranderungen in den von ihnen
untersuchten ALL-Ersterkrankungen. Die Analyse ihrer Supplementardaten zeigt, dass
2 % (8/399) ihrer Proben Zugewinne von Xq aufweisen. Uber deren Haufigkeit innerhalb
der Subgruppe der ETV6/RUNXI1-positiven ALL existieren keine Angaben. In
vorherigen, vornehmlich konventionellen zytogenetischen Studien zu zusatzlichen
chromosomalen Veranderungen bei der ALL, waren Duplikationen von Xqg nur in
Einzelfallen beschrieben worden!*"®18 ynd insbesondere bei der ETV6/RUNX1-

positiven ALL nicht rekurrent nachweisbar'®.

Lilliebjorn et al.*?®® konnten durch Metaphase-FISH-Analysen an drei der sechs Xg-
Zugewinne zeigen, dass diesen unbalanzierte Translokationen zugrunde lagen.
Involviert in die Translokationen waren die Chromosomen 6 (zweimal) und 11. Die von
der Arbeitsgruppe durchgefuhrte Korrelation der array CGH-Ergebnisse mit
Genexpressionsdaten zeigte, dass mehrere der im minimalen Uberlappenden Bereich
der Xg-Amplifikationen lokalisierten Gene bei den untersuchten Patientenproben eine
Uberexpression zeigten, darunter SPANXB (Xg27.1, Funktion bisher nicht bekannt,
normalerweise  nur in  Spermatozoen exprimiert) und HMGB3 (Xq28,
Transkriptionsfaktor). Als ein mégliches Kandidatengen wurde SPANXB identifiziert, da
dieses Gen auch in externen Genexpressions-Datensets eine fir ETV6/RUNX1-positive
ALL-spezifische Uberexpression zeigte und daher eine mdgliche Bedeutung fir die
Leukdmogenese angenommen wurde. Ein weiteres Kandidatengen innerhalb der Xqg-
Zugewinne ist HMGB3, das kurzlich als Fusionspartner von NUP98 durch eine
Translokation t(X;11) (g28;p15) bei einer therapieassoziierten AML M4 nachgewiesen
werden konnte'®®. Im Mausmodell zeigte sich, dass Mause, denen HMGB3/NUP98-
transduzierte Zellen transplantiert worden waren, infolge Anamie, Thrombopenie und
Hyperleukozytose verstarben®. HMGB3 war eines der Gene innerhalb der MOR der in
dieser Arbeit identifizierten Xg-Zugewinne, SPANXB war in 6/7 der betroffenen Proben

amplifiziert.
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Beziglich der Geschlechtsspezifitat der Xg-Zugewinne folgern Lilliebjorn et al., dass die
Auswirkungen, die Amplifikationen von Xqg bei Jungen moglicherweise auf die
Leukdmogenese haben, bei Madchen nicht durch Amplifikation, sondern durch die
Reaktivierung einzelner Gene auf dem inaktiven X-Chromosom zustande kommen
konnten. Dies konnte die Uberexpression der oben genannten Gene erklaren, die in
ETV6/RUNX1-positiver ALL sowohl bei Jungen als auch bei Madchen vorlag*?°.

Umgekehrt kdnnte die Existenz von zwei X-Chromosomen in normalen weiblichen

18518 zu der Annahme fiihren, dass numerische

Zellen, von denen eines inaktiviert ist
Aberrationen des X-Chromosoms in den Leukamiezellen von Madchen pathogenetisch
weniger relevant sein kénnten. So haben Aneuploidien der Geschlechtschromosomen
beim Menschen wesentlich mildere Auswirkungen als Aneuploidien von Autosomen.
Wahrend autosomale Monosomien bereits im frihen Embryonalstadium letal sind, hat
die Monosomie X (Turner-Syndrom) bei M&dchen vergleichsweise weniger gravierende
Konsequenzen. Dies erklart sich durch den Mechanismus der X-Inaktivierung, der in
menschlichen Zellen die Aufrechterhaltung der normalen Funktion, unabhangig von der
Anzahl der X-Chromosomen, kontrolliert**®. Andererseits stellt der Verlust des inaktiven
X-Chromosoms, in Kombination mit oder gefolgt von Zugewinnen bzw. Amplifikationen
einzelner Gene des aktiven X-Chromosoms oder deren Uberexpression, eine
rekurrente Veranderung bei bestimmten aggressiven (basal-like)-Mammakarzinomen

und beim Ovarialkarzinom dar*®"*8°,

In den hier untersuchten ALL-Rezidiven ergab sich keine signifikante Assoziation mit
der Prognose. Fur die Xg-Zugewinne bei Jungen zeigte sich zwar, dass die Dauer der
Erstremission langer war (P = 0,032) und alle Patienten in CCR waren, jedoch war die

Assoziation mit dem Outcome nur grenzgradig signifikant (P=0,084).

5.5 Deletionen des Glukokortikoidrezeptorgens NR3C1

Kopienzahlverluste von Chromosom 5qg31.3, die in 10 % (5/51) der ETV6/RUNX1-
positiven ALL-Rezidive identifiziert wurden, waren mit einem schlechten
morphologischen und molekularen Ansprechen auf die Therapie assoziiert (P = 0,009
bzw. 0,004). Das NR3C1-Gen, das fur den humanen Glukokortikoidrezeptor (GR)
kodiert, war das einzige Gen innerhalb der MOR der Deletionen. Die Ergebnisse der

array CGH konnten durch BAC-Klon basierte Interphase-FISH auf KM-Ausstrichen in
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allen funf Patienten bestatigt werden. Dabei wurden sowohl heterozygote als auch
homozygote Deletionen detektiert (siehe Tabelle 9).

Glukokortikoide (GC) haben aufgrund ihrer Fahigkeit spezifisch in unreifen
Lymphoblasten Apoptose zu induzieren, eine Schlisselfunktion fur die Behandlung der
ALL und sind ein Hauptbestandteil aller ALL-Behandlungsprotokolle??. Die Wirkung von
GC wird uber den GR vermittelt, der als ligandenaktivierter nukleérer Rezeptor aus 3
funktionellen Einheiten (N-terminalen Domane, DNA-bindende Domane, Liganden-
bindende Doméne) besteht (siehe auch Abbildung 16). Durch Bindung von GC an den
Rezeptor transloziert dieser aus dem Zytosol zum Zellkern und moduliert dort die
Transkriptionsaktivitit verschiedener Zielgene™.

Bei der ALL-Ersterkrankung ist die Wirksamkeit der initialen Prednison-Monotherapie
signifikant mit der Prognose assoziiert. Bei etwa 10 % der Patienten werden an
Therapietag 8 >1000 Blasten/pl Blut nachgewiesen, was einem schlechten Ansprechen
auf Prednison (prednisone poor response, PPR) entspricht und mit einem hohen
Rezidivrisiko assoziiert ist. Das pEFS liegt fur diese Gruppe bei 46 % nach funf Jahren
im Vergleich zu 76 % fur Patienten mit prednisone good response (PGR). PPR-
Patienten werden daher im Hochrisikoarm der ALL-BFM Protokolle behandelt®***. Die
ALL-Rezidivtherapie gemall ALL-REZ BFM beinhaltet ebenfalls eine einwd6chige
zytoreduktive Vorphase, in der Dexamethason als Monotherapie appliziert wird,
zusatzlich ist Dexamethason Bestandteil aller weiteren Therapiebldcke. Prednison
gehort zu den intrathekal verabreichten Medikamenten. Die Therapieresponse auf die
zytoreduktive  Vorphase stellt im ALL-REZ BFM Protokoll jedoch Kkein

Stratifizierungskriterium dar*?.

In vitro Resistenztestungen konnten nachweisen, dass Leukamiezellen von ALL-
Rezidiven insgesamt und insbhesondere gegeniber GC vielfach resistenter sind als
Leukamiezellen der ALL-Ersterkrankung®®. Unklar ist, durch welche Mechanismen und
zu welchem Zeitpunkt die Empfindlichkeit von Leuk&miezellen gegenuber GC verloren
geht. Aufgrund der Bedeutung von GC fur die ALL-Behandlung und der beobachteten
Resistenzen in vitro sowie klinisch, wurden zahlreiche Studien zur Klarung maglicher

Ursachen einer Resistenz gegentber GC bei ALL und ALL-Rezidiv durchgefihrt.

Hillmann et al.'®? konnten in der GC-resistenten Zelllinie CCRF-CEM die somatische

Mutation L753F nachweisen, die in einer funktionellen Heterozygotie des GR resultiert.
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Es stellte sich heraus, dass diese Mutation in Subklonen ebenfalls in konserviertem
Material des Patienten mit T-ALL nachweisbar war, von dem die Zelllinie abstammte.
Dies war der erste in-vivo Nachweis einer somatischen GR-Genmutation bei einer ALL.

.19 untersuchten 50 ALL-Rezidive auf Mutationen des GR-Gens und

Irving et a
detektierten lediglich in der Leuka&miezell-DNA eines Patienten eine homozygote
Deletion, die klinisch mit einer GC-Resistenz assoziiert war. Analysen zur
Ruckverfolgung der Mutation ergaben, dass diese bereits an Tag 28 der
Ersterkrankungsbehandlung in einem Subklon vorlag und Jahre spater in dem das

Rezidiv verursachenden Hauptklon wieder auftrat.

Die von Irving et al.'®® beobachtete niedrige Haufigkeit von Veranderungen des GR-
Gens in ALL-Rezidiven steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der hier vorliegenden
Arbeit, in der Deletionen des GR-Gens als rekurrente Verédnderung in ETV6/RUNX1-
positiven ALL-Rezidiven identifiziert wurden. Mullighan et al.*?® detektierten NR3C1-
Deletionen in 13% der analysierten ETV6/RUNX1-positiven initialen ALL.
Bemerkenswerterweise zeigte sich zudem, dass GR-Gendeletionen in den ubrigen
genetisch definierten BCP-ALL-Subgruppen weitaus seltener waren. So wurden in 192
BCP-ALL insgesamt neun Deletionen des Gens nachgewiesen, davon sechs in
ETV6/RUNX1-positiver ALL (Supplementardaten)*?. Eine &hnliche Haufung zeigte sich
in einer zweiten Studie dieser Arbeitsgruppe an 61 gepaarten ALL-Proben. Darunter
waren funf ETV6/RUNX1-positive ALL. Von insgesamt 4 identifizierten GR-
Gendeletionen waren zwei in ETV6/RUNX1-positiven Proben nachweisbar, bei einer
der Proben in beiden Erkrankungsstadien, bei der zweiten zum Rezidiv hinzugewonnen
(Supplementéardaten). Eine Korrelation mit der molekularen Response konnte nicht
durchgefiihrt werden, da von zu wenigen Patienten MRD-Daten vorhanden waren
(Supplementérdaten)**2. Eine Studie von 14 gepaarten ETV6/RUNX1-positiven Proben
von Ersterkrankung und Rezidiv beschreibt Deletionen von NR3C1 als rekurrent und im
Gegensatz zu Mullighan et al. Als fast ausschliel3lich im Rezidivmaterial nachweisbar.
In dieser Studie zeigten sich NR3C1 Deletionen bei 5/14 (36 %) Rezidivproben®*".

Hinsichtlich einer méglichen prognostischen Relevanz ergaben die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit eine signifikante Assoziation von GR-Gendeletionen mit einem
schlechten molekularen Ansprechen auf die Therapie. Systematische Untersuchungen
der MRD-Response von Patienten mit NR3C1-Deletion sind bisher leider in keiner

weiteren Studie erfolgt. Angedeutet wird eine derartige Assoziation von Kuster et al. **.
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Von funf Patienten mit NR3C1-Deletion im Rezidivmaterial waren in dieser Studie MRD-
oder Response-Daten von der Erstdiagnose von zwei Patienten verfigbar. Diese
beiden Patienten wurden beim Rezidiv in der intermedidren Risikogruppe behandelt.
Einer dieser beiden Patienten erhielt eine SCT, sodass eine schlechte molekulare
Therapieresponse anzunehmen ist. Ein weiterer Patient mit NR3C1-Deletion, bei dem
die MRD-Daten nicht verfuigbar waren, erhielt ebenfalls eine SCT, sodass hier ebenfalls
ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie angenommen werden kann. Zwar erklaren
die Autoren, dass alle identifizierten NR3C1-Deletionen mit einem schlechten
Ansprechen auf die Therapie assoziiert gewesen seien, Daten die diese
Schlussfolgerung belegen wurden bedauerlicherweise jedoch nicht gezeigt.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Assoziation von Klinisch schlechter
Response und Deletionen des GR-Gens legen die Vermutung nahe, dass das schlechte
Ansprechen auf die Therapie bei den funf Patienten mit Verlust von 5q31.3
maoglicherweise durch die nachgewiesenen Deletionen mitverursacht sein kdnnte. Da
die Dbetroffenen Patienten auf die Rezidivtherapie insgesamt schlecht
angesprochenhaben, ist der Phanotyp vermutlich nicht einzig auf die GR-Gendeletionen
zuruckzufiihren. Bereits auf chromosomaler Ebene zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass bei allen funf Patienten mit GR-Gendeletionen weitere Verénderungen
nachweisbar waren (siehe Tabelle 13). Zwar lag die Haufigkeit mit durchschnittlich fanf
Veranderungen pro Rezidiv etwas unter dem Durchschnitt fir die Gesamtkohorte (7 pro
Rezidiv), jedoch waren 1 bis 9 zusatzliche Verdnderungen in den funf Rezidiven

vorhanden.
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Zuséatzliche CNA bei ETV6/RUNX1-positiven Rezidiven mit Nachweis einer NR3C1-Deletion

Efozk')de";' 19 26 41 44 46

CNA

gesamt 3 6 5 2 10

5031.3 5031.3 5031.3 5031.3

loss (NR3C1) (NR3C1) (NR3C1) (NR3C1) 5931.3 (NR3C1)
12p13.2 9p21.3 9p13.2 (PAX5) 12p13.2
(ETVS, (CDKN2A/B, (ETV6, BCL2L14),
BCL2L14, MTAP), 2p11.2, 4931.3,
CDKN1B), 10q24.1 6025, 7q34,
3p14.2 (FHIT),  (BLNK), 8q13.2, 13q31.1,
3p21, 2p21 15q21.3, 19q13.11
WCL X WCLX

gain 2233'23’1 219 RUNX1

Tabelle 13: Zusatzliche CNA, die bei den 5 Patienten mit Nachweis von GR-Gendeletionen detektiert
wurden. Alle 5 Rezidive wiesen zusatzliche Veranderungen der Leukamiezellen auf.

Die durch den Nachweis der NR3C1-Deletion definierte Subgruppe reprasentiert in
jedem Fall eine Gruppe von Rezidiven, die sich in ihren klinischen Eigenschaften
eindeutig von der Mehrheit der ETV6/RUNX1-positiven Rezidive unterscheidet. So
erreichte keiner der funf Patienten durch die Induktionstherapie eine molekulare
Remission. In Anbetracht des Krankheitsverlaufs zeigt sich fur diese Gruppe auch der
eindeutige Nutzen einer weiteren Therapieintensivierung durch SZT, der insgesamt fur
die Subgruppe der ETV6/RUNX1-positiven Rezidive kontrovers diskutiert wird.

5.6 Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die molekulargenetische Charakterisierung ETV6/RUNX1-
positiver ALL-Rezidive im Kindesalter hinsichtlich der H&aufigkeit und prognostischen
Relevanz  zusatzlicher chromosomaler Veranderungen. Hierfur wurden 51
ETV6/RUNX1-positive  ALL-Rezidive mittels array @ CGH hochauflésend
gesamtgenomisch analysiert. Dabei zeigte sich, dass CNA in dieser Subgruppe haufig
sind, in bestimmten Regionen und Genen rekurrent vorliegen und dartber hinaus in
einem Teil der Falle eine prognostische Relevanz besitzen. Bezuglich der Haufigkeit
und Rekurrenz bestatigen die hier erhobenen Daten die Ergebnisse vorheriger Studien,
die fur diese Subgruppe ebenfalls zeigen konnten, dass CNA fur ETV6/RUNX1-positive

ALL im Vergleich mit anderen genetisch definierten Subgruppen charakteristisch sind
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und sich in bestimmten Regionen oder Genen haufen. Diese Ergebnisse beruhen fast
ausschlief3lich auf Untersuchungen von ETV6/RUNX1-positiven ALL-Ersterkrankungen.
Sehr viel weniger Daten existieren zum Rezidiv der Erkrankung. In Hinblick auf eine
Assoziation rekurrenter CNA mit prognostischen Daten existieren zum jetzigen
Zeitpunkt keine Studien, die dieser Frage systematisch nachgegangen sind und fur
einen Vergleich zur Verfugung standen.

Zwar stellt die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientenzahl die grofl3te Gruppe
von Rezidiven mit Nachweis von ETV6/RUNX1 dar, die bisher hochauflésend auf das
Vorhandensein zusatzlicher Veranderungen hin untersucht wurde, jedoch zeigt sich in
der Auswertung der durch spezifische CNA definierten Subgruppen deutlich, dass fur
eine Validierung der Ergebnisse die Untersuchung einer gréReren Patientenzahl
erforderlich ist. So war die Anzahl von Rezidiven, in denen einzelne CNA rekurrent
nachgewiesen werden konnten, in einigen Fallen zu klein, um eine statistische
Korrelation mit klinisch/prognostischen Daten der Patienten durchfihren zu kénnen.
Dies gilt beispielsweise fur Deletionen von IKZF1, deren Existenz bisher mit Hochrisiko-
Subtypen der BCP-ALL assoziiert wurden und deren Detektion in ETV6/RUNX1-
positiven ALL unerwartet war. Ob IKZF1-Mutationen bei ETV6/RUNX1-positiven
Rezidiven eine rekurrente Veranderung darstellen und ob diese mit prognostischen

Merkmalen korrelieren, ist durch zukinftige Studien zu klaren.

Ein zentrales Ergebnis der Arbeit besteht in der Identifizierung rekurrenter NR3C1-
Deletionen und deren Assoziation mit einer schlechten molekularen Therapieresponse.
Trotz einer Vielzahl von Studien, die zum Nachweis genetischer Veranderungen des
GR-Gens durchgefiihrt wurden, schien ein Zusammenhang zwischen Veranderungen
des Gens und der nachgewiesenen GC-Resistenz von ALL-Zellen in vitro sowie klinisch
lange Zeit als unwahrscheinlich. Erst durch hochauflésende gesamtgenomische
Untersuchungsansatze konnten NR3C1-Deletionen rekurrent nachgewiesen werden.
Die Assoziation mit der schlechten molekularen Therapieresponse wurde bisher,
abgesehen von der hier vorliegenden Arbeit, nicht systematisch untersucht. Die

Ergebnisse einer weiteren Studie weisen in eine &hnliche Richtung.

Fur eine weitere Klarung eines moglichen Zusammenhangs sind zusatzliche
Untersuchungen erforderlich. Dadurch kénnte an einer groReren Patientenzahl der
Frage nachgegangen werden, ob GR-Gendeletionen spezifisch in ETV6/RUNX1-

positiver ALL bzw. ALL-Rezidiven ein héufiges zuséatzliches Ereignis darstellen und ob
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sich die beobachtete Assoziation mit einem schlechten Ansprechen auf die Therapie
bestéatigen lasst. Wenn dies der Fall ist, ware es wichtig herauszufinden, zu welchem
Zeitpunkt diese Deletionen auftreten. Diesbezlglich sind die in der Literatur verfigbaren
Daten widerspriuchlich. Wahrend einige Studien deren Existenz bereits bei der
Ersterkrankungsdiagnose beschreiben, identifizierte eine andere Studie an gepaarten
Proben NR3C1-Deletionen ausschliellich beim Rezidiv, was fur eine durch die
Ersterkrankungsbehandlung erworbene Resistenz sprechen kdnnte. Darliber hinaus ist
zu untersuchen, inwieweit sich die Deletionen auf die Expression des Gens auswirken
und worin sich die Genexpressionsprofile von Patienten mit Deletion des Gens und
schlechtem Ansprechen auf die Behandlung zu denen ohne Nachweis der Deletion
unterscheiden. Die funktionelle Auswirkung der GR-Gendeletionen kdnnte weiterhin
durch Resistenztestungen an Leukémiezellen von Patienten, bei denen Klinisch eine
Therapieresistenz vorliegt und in deren DNA Deletionen des GR-Gens nachgewiesen
werden konnten, untersucht werden. Insbesondere auch hinsichtlich der Frage, ob die
Zellen spezifisch gegentber GC eine schlechte Response aufweisen, oder ob dies

gegenuber weiteren in der Therapie applizierten Zytostatika der Fall ist.
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6 Zusammenfassung

Die chromosomale Translokation t(12;21), aus der das Fusionsgen ETV6/RUNX1
entsteht, ist die haufigste interchromosomale Veranderung bei der B-Vorlauferzell- (B-
cell precursor, BCP-) ALL im Kindesalter und findet sich in den Leukamiezellen von 20-
25 % der ALL-Ersterkrankungen und in ca. 20% der BCP-ALL Rezidive. Die
Translokation resultiert in der Fusion der Gene fir die Transkriptionsfaktoren ETV6 und
RUNX1, deren Bedeutung fiur die Hamatopoese essenziell ist. Wahrend die
ETV6/RUNX1-Genfusion ein grundlegendes Ereignis in der Leukamieentstehung
darstellt, wird angenommen, dass zusatzliche genetische Veranderungen fur die

leukamogene Transformation der Zelle erforderlich sind.

Die Kklinische Heterogenitat innerhalb der ETV6/RUNX1 positiven ALL legt die
Vermutung nahe, dass zusatzliche genetische Veranderungen in den Leukamiezellen
dieses ALL-Subtyps von prognostischer Relevanz sind und zu Unterschieden im

Krankheitsverlauf der Patienten beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Haufigkeit zusatzlicher chromosomaler
Verdanderungen zum Zeitpunkt der Rezidivdiagnose mittels hochauflésender
gesamtgenomischer tiling-path bacterial artificial chromosome (BAC) array CGH
ermittelt. Analysiert wurde die Leukédmiezell-DNA von 51 ETV6/RUNX1 positiven ALL-
Rezidiven zum Zeitpunkt der Rezidivdiagnose. Die untersuchten Patienten wurden
einheitlich gemaR der ALL-REZ BFM Therapieoptimierungsstudien behandelt und
stellen eine reprasentative Stichprobe der Studienpopulation dar. Eine statistische
Auswertung der erhobenen Daten wurde durchgefihrt, um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen gefundenen numerischen chromosomalen Veréanderungen

und prognostisch relevanten klinischen Parametern der Patienten zu untersuchen.

Kopienzahlveranderungen (copy number aberrations, CNA) wurden in der
Leukdmiezell-DNA von allen 51 ETV6/RUNX1 positiven ALL-Rezidiven nachgewiesen.
Durchschnittlich wurden 7 CNA pro Leuk&miezellprobe identifiziert. Chromosomale
Verluste waren etwa 2,5 mal héaufiger als Zugewinne. Eine groRe Anzahl von CNA
wurde in Regionen detektiert, die wiederholt von Verdnderungen betroffen waren. Am
haufigsten wurden Verluste im Bereich der chromosomalen Banden 12pl3, 6q21,
15915.1, 9p21, 5q und 3pl4.2 sowie Zugewinne im Bereich von 21922 und 12p

identifiziert. Die Auswertung der klinischen Daten der Patienten ergab eine signifikante
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klinische und prognostische Relevanz fur einige der rekurrent betroffenen Regionen.
Verluste von 12p13.2, bei denen das CDKN1B-Gen betroffen war, zeigten eine
Assoziation mit einer kirzeren Dauer der Erstremission (P =0,009) sowie einer
geringeren Wahrscheinlichkeit eines ereignisfreien Uberlebens (pEFS, P = 0,001).
Deletionen von 9p21.3 (CDKN2A, CDKN2B, MTAP) waren mit hoheren Leukozyten-
und peripheren Blastenzahlen (P = 0,0012 bzw. 0,011) und héherem Lebensalter (P =

0,0005) bei Rezidivdiagnose assoziiert.

Kopienzahlveranderungen des X-Chromosoms zeigten eine geschlechtsspezifische
Verteilung. Der Kopienzahlverlust des gesamten X-Chromosoms wurde ausschlief3lich
bei Madchen beobachtet, wahrend ein Zugewinn von Xq nur bei Jungen vorkam.
Deletionen des Glukokortikoidrezeptorgens NR3C1 (5931.3) waren in 10 % der
Rezidive nachweisbar und mit einem schlechten molekularen Ansprechen auf die
Therapie verbunden (P = 0,003).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass zusétzliche chromosomale
Veranderungen ein haufiges Merkmal ETV6/RUNX1-positiver ALL-Rezidive sind. Fur
einige der identifizierten Kopienzahlverdnderungen zeigten sich Zusammenhange mit
klinischen und prognostischen Daten der Patienten. Diese Ergebnisse stutzen die
Annahme, dass zusatzliche genetische Veranderungen fur den Prozess der malignen
Transformation bei der ETV6/RUNX1-positiven ALL erforderlich sind und dariber

hinaus den Behandlungserfolg beeinflussen kénnen.
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