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1 Abstract (Deutsch)

Die akute lymphoblastische Leukamie (ALL) stellt die haufigste maligne Erkrankung im
Kindesalter dar. Als haufigste genetische Veranderung lasst sich die Genfusion ETV6-RUNX1
bei etwa 25% der Patienten nachweisen. Die Messung der minimalen Resterkrankung (MRD)
stellt in aktuellen Therapieprotokollen einen wichtigen Bestandteil in der Risikostratifizierung
und der Steuerung der Therapie sowohl in der Ersterkrankung als auch im Rezidiv dar. Hierzu
kommt als Goldstandard der molekulargenetische Nachweis von patientenspezifischen
klonalen Immunglobulin- oder T-Zell-Rezeptor (Ig/TCR) Genumlagerungen zur Anwendung.
Die vorgelegte Arbeit hatte das Ziel, zu untersuchen, ob sich der genomische Bruchpunkt der
ETV6-RUNX1 Fusion als stabiler und sensitiver Marker zur MRD Messung in einer
reprasentativen, nach der ALL-REZ BFM 2002 Therapieoptimierungsstudie einheitlich
behandelten Kohorte aus 52 ETV6-RUNX17-positiven ALL Rezidiven eignet.

Der genomische Bruchpunkt wurde hierbei fir eine patientenspezifische quantitative Real-
Time PCR genutzt. Die jeweils im Therapieverlauf bestimmten MRD Werte wurden mit den
MRD Ergebnissen der Ig/TCR Genumlagerungen aus der Routine Diagnostik vergleichen.
Unter Verwendung der ETV6-RUNX1 Bruchpunkt- und damit Patienten-spezifischen Primer
und Sonden Kombinationen konnte fir alle eingeschlossenen Patienten eine Sensitivitat von
10* erreicht werden. Im Vergleich dazu war dies nur fiir 76% der Ig/TCR Genumlagerungen
diese Sensitivitat moglich.

Insgesamt zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der MRD
Quantifizierung anhand der Ig/TCR Genumlagerungen (Korrelation nach Spearman 0,85, p <
0,01), insbesondere mit dem jeweils hdchsten verfugbaren Ig/TCR Marker der jeweiligen
Patienten (Spearman Korrelationskoeffizient 0,899, p < 0,01). Ebenso konnte die Stabilitat des
Bruchpunkts Uber Ersterkrankung, Rezidiv und ggf. Folgerezidive bestatigt werden. Falsch
positive Ergebnisse durch den Nachweis einer eventuell persistierenden praleukdmischen
Vorlauferzelle wurden nicht beobachtet.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass sich der genomische Bruchpunkt der ETV6-
RUNX1 Genfusion als sehr spezifischer und sensitiver MRD-Marker in dieser Patientengruppe
hervorragend zur prazisen Quantifizierung der minimalen Resterkrankung einsetzen lasst.
Darlber hinaus stellt die ETV6-RUNX1 Fusion einen stabilen Marker Uber Ersterkrankung,
Rezidiv und eventueller Folgerezidive dar und ist hier somit den konventionellen Ig/TCR
Genumlagerungen Uberlegen, da diese durch andauernde Genumlagerungen oder klonale

Selektion im Verlauf der Therapie verloren gehen kdnnen.



2 Abstract (English)

Acute lymphoblastic leukemia is the most common malignancy in childhood. The fusion gene
ETV6-RUNXT1 is the most frequent genetic alteration in this disease and occurs in about 25%
of patients. The quantification of minimal residual disease (MRD) at specific time-points during
therapy is an important element in risk stratification and tailoring of therapy intensity both during
frontline and secondline treatment. For this purpose, the detection and quantification of patient
specific clonal immunoglobulin- or T-cell receptor (Ig/TCR) gene rearrangements represent the
current gold-standard.

The aim of this study was to determine the usability of the genomic breakpoint of the ETV6-
RUNX1 fusion as a specific and sensitive marker for MRD detection in a representative
subgroup of 52 patients with an ETV6-RUNX1-positive ALL relapse. All patients were treated
according to the ALL-REZ BFM 2002 study.

The genomic breakpoint of the ETV6-RUNX1 fusion was used as the target for a patient
specific Real-Time PCR and MRD values from different time-points during therapy were then
compared to the results from routine diagnostics using the Ig/TCR markers.

Using the ETV6-RUNX1 fusion and patient specific primer/probe combinations, we were able
to achieve a sensitivity of 10 for all included patients, while this goal was only reached in 76%
of Ig/TCR markers.

We observed a particularly good concordance of the results obtained by the two methods
(Spearman correlation 0.85, p < .01), especially when comparing the results obtained by the
quantification of ETV6-RUNX1 to the highest available Ig/TCR marker for each patient
(Spearman correlation 0.899, p < .01). Additionally, we were able to confirm the stability of the
genomic breakpoint from initial diagnosis throughout relapse and eventual subsequent
relapses. We did not observe any false positive results due to the detection on a persisting
pre-leukemic clone.

To conclude, we were able to confirm the genomic fusion site of the ETV6-RUNXT fusion as a
strikingly specific and sensitive MRD marker, that is excellently suitable for precise and reliable
MRD quantification in this subset of patients. Its stability from initial diagnosis to subsequent
relapse represents an advantage compared to the conventional Ig/TCR markers that can get

lost during the course of the disease due to ongoing gene rearrangement or clonal selection.



3 Forschungsstand

3.1 Akute lymphoblastische Leukamie im Kindesalter

Die akute lymphoblastische Leukadmie (ALL) stellt die haufigste maligne Erkrankung im
Kindesalter dar. Sie macht allein etwa 25% aller Krebserkrankungen im Kindesalter aus. Die
Inzidenz betragt ca. 4/100.000 Kinder unter 15 Jahren. Jungen sind etwas haufiger betroffen
als Madchen (1,3 : 1). Es wird ein Haufigkeitsgipfel im Alter von 2 — 4 Jahren beobachtet.®
Mit Hilfe grofler, multizentrischer Therapieoptimierungstudien konnte die Prognose der
Erkrankung Uber die letzten Jahrzehnte deutlich verbessert werden. Sodass die aktuelle
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit bei 80 - 90% liegt.*® Dennoch erleiden weiterhin ca.
15-20% der Patienten ein Rezidiv der Erkrankung.® Einen groBen Anteil an der Verbesserung
der Prognose im Rahmen der Therapieoptimierungsstudien erbringt eine verfeinerte
Stratifizierung der Patienten in verschiedene Risikogruppen mit entsprechender Anpassung
der Therapieintensitat. Es geht hierbei sowohl darum Patienten zu identifizieren, welche zur
langfristigen Kontrolle der Leukédmie eine intensivierte Behandlung bendtigen (z.B.
Stammzelltransplantation), als auch Patienten mit einer eher glinstigen Prognose vor (teils
schwerwiegenden) Komplikationen durch unnétig intensive Therapie zu schitzen. Neben
genetischen Risikofaktoren und beschreibenden Charakteristika der Leuka&mie bei
Erstdiagnose oder Rezidiv wird hierzu insbesondere die verlassliche Quantifizierung der

Minimalen Resterkrankung (MRD) im Therapieverlauf herangezogen.® "

3.2 Risikostratifizierung im ALL Rezidiv

Zur Risikostratifizierung im Falle eines Rezidivs werden sowohl der Immunphanotyp als auch
der Zeitpunkt und der Ort des Rezidivs herangezogen.

Beim Immunphanotyp werden Rezidive der B- und T-Zellreihe unterschieden. Die Bestimmung
erfolgt anhand der Kriterien der EGIL (European Group for Immunological Characterization of
Leukemias).® Der Immunphanotyp im Rezidiv ist in der Regel tibereinstimmend mit dem bei
Erstdiagnose. Abweichungen werden jedoch gelegentlich beobachtet.!" ¥ Wahrend die weitere
Risikostratifizierung bei B-Vorlaufer Leukdmien vom Ort und Zeitpunkt des Rezidivs abhangt,
werden alle Rezidive der T-Zellreihe mit Knochenmarkbeteiligung aufgrund ihres
aggressiveren Verlaufs der Hochrisikogruppe zugeordnet.(%"?)

Der Zeitpunkt des Rezidivs wurde und wird in nationalen (ALL-REZ BFM) und internationalen
(IntReALL SR 2010, IntReALL HR 2010) Studien zur Behandlung von Kindern/Jugendlichen
mit einem ALL-Rezidiv in sehr friih, friih und spét unterteilt. Alle Rezidive, die innerhalb von 18
Monaten nach initialer Diagnose auftreten werden als sehr friih definiert. Rezidive mit
mindestens 6 Monaten Latenz zum Ende der Erstlinientherapie werden als spét klassifiziert.

Friihe Rezidive, sind demnach alle Rezidive zwischen 18 und 30 Monaten nach initialer
6



Diagnose.!"® (Die Dauer der Erstlinientherapie betragt zwei Jahre, ca. 6-8 Monate intensive
Chemotherapie gefolgt von einer oralen Erhaltungstherapie bis zum Abschluss von 2 Jahren
nach Diagnosestellung. Ausgenommen sind Patienten, die bereits in der Erstlinientherapie
eine Stammzelltransplantation bendtigen.)

Als dritter Faktor wird der Ort des Rezidivs herangezogen. Hier wird zwischen isolierten
Knochenmarkrezidiven, isoliert extramedullaren Rezidiven und kombinierten Rezidiven
unterschieden. Fur die Diagnose eines isoliert extramedullaren Rezidivs dirfen, neben dem
Nachweis von Leukadmiezellen in einem extramedullaren Kompartiment (am haufigsten ZNS
oder Hoden), im Knochenmark nur weniger als 5% Blasten nachweisbar sein. Ein kombiniertes
Rezidiv liegt vor, wenn neben der Beteiligung eines extramedullaren Kompartiments eine
Knochenmarkbeteiligung von = 5% vorliegt."" ® In Tabelle 1 ist die entsprechende Einteilung

nach Risikogruppen dargestellt.

Tabelle 1: Risikostratifizierung im Rezidiv gemaR der ALL-REZ BFM Studiengruppe

Zeitpunkt B-Vorlauferzell T-Zell

IEM kombiniert | KM IEM kombiniert | KM
sehr frih IR HR HR IR HR HR
frih IR IR HR IR HR HR
spat SR IR IR SR HR HR

KM — Knochenmark; IEM - isoliert extramedullar; SR - Standard Risiko ; IR - Intermediares Risiko; HR - Hochrisiko

Wahrend alle Patienten der Hochrisikogruppe nach Erreichen einer 2. Remission einer
allogenen Stammzelltransplantation zum Remissionserhalt unterzogen werden, richtet sich die
Transplantationsindikation bei Patienten der intermediaren Risikogruppe seit der ALL-REZ
BFM 2002 Studie und in allen Folgestudien bzw. Registern (IntReALL SR 2010, ALL-REZ BFM
Register) nach dem Ansprechen auf die Induktionstherapie gemessen am Nachweis von
residuellen Leukamiezellen auf MRD-Niveau.'® Hiermit konnte insbesondere das ereignisfreie
Uberleben nach 8 Jahren von Patienten mit Rezidiv einer ALL und unzureichendem

Ansprechen auf die Induktionstherapie von 18% auf 64% verbessert werden.'®

3.3 Minimale Resterkrankung

Der technologische und klinische Goldstandard zur MRD-Quantifizierung im Therapieverlauf
basiert auf dem Nachweis von klonalen Immunglobulin (Ig) und T-Zell Rezeptor (TCR)

8)  Diese

Genumlagerungen in den Leukamiezellen mittels quantitativer Real-Time-PCR.!
Genumlagerungen, haben den Vorteil patienten- und leukamiespezifisch zu sein. Dennoch

koénnen sie durch andauernde Umlagerungsprozesse im Verlauf der Therapie oder zwischen



Ersterkrankung und Rezidiv bzw. Folgerezidiven verloren gehen.'’?Y Das Vorhandensein
(bzw. die Entstehung) von verschieden Subklonen mit jeweils individuellen Genumlagerungen
schon bei Diagnose oder deren Selektion im weiteren Verlauf der Therapie durch
unterschiedlich schnelles Ansprechen durch eventuelle Resistenzmechanismen tragt hier
ebenso zur Komplexitat bei und verdeutlicht die Dynamik der Situation.?" 22 Aus diesem Grund
werden zur Erhéhung der diagnostischen Sicherheit und zur Vermeidung falsch negativer
Ergebnisse jeweils mindestens zwei sensitive und spezifische Marker pro Patient gefordert.(®
Zusétzlich muss mit den entsprechenden Markern eine Sensitivitit von mindestens 10
erreicht werden. Dies entspricht dem Nachweis von einer Leukamiezelle auf 10.000
Gesamtzellen.?® Auch wenn sich in der Mehrzahl der Patienten entsprechende sensitive
Ig/TCR Marker zur Quantifizierung der minimalen Resterkrankung im Therapieverlauf
etablieren lassen, ist dies jedoch in bis zu 21% nicht der Fall.®¥ Fiir diese Patientin steht somit
ein essenzieller Baustein in der Therapiesteuerung nicht zur Verfigung. Es kann auf
alternative Verfahren zur Messung der minimalen Resterkrankung zurtickgegriffen werden,
beispielsweise auf durchflusszytometrische Verfahren, welche in den letzten Jahren durch
technologische Fortschritte eine zunehmende Bedeutung in der Beurteilung des Ansprechens
auf die Therapie erlangt haben.®® Jedoch ist die Vergleichbarkeit beziiglich etablierter

Schwellenwerte nicht in jedem Fall gegeben.

3.4 Das Fusionsgen ETV6-RUNX1
Die kryptische Translokation t(12;21), aus der das Fusionsgen ETV6-RUNX1 (siehe Abbildung

1) resultiert, ist die haufigste genetische Aberration der ALL im Kindesalter. Sie tritt nur in B-
Vorlauferzell Leukamien auf und lasst sich in etwa 20-25% der Patienten bei initialer Diagnose
der ALL nachweisen.?® 2" Sie ist insgesamt mit einer eher glinstigen Prognose assoziiert.®®
28) Dennoch treten auch hier bei einem Teil der Patienten Rezidive der Erkrankung auf, die
Inzidenz im Rezidiv wird protokollabhangig etwas niedriger beschrieben als bei initialer
Diagnose.!"" 232 Rezidive in dieser Patientengruppe entstehen haufig spat (bis zu 10 Jahre

nach Ersterkrankung) und sprechen fir gewdhnlich erneut gut auf die Rezidiv-Chemotherapie
an.(30.31,33,34)
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Abbildung 1: Abbildung 1: Schematische Darstellung der Gene ETV6 und RUNX1 sowie des resultierenden
Fusionsgens ETV6-RUNX1 (éltere Gen-Bezeichnungen TEL-AML1). Das Fusionsgen umfasst die funktionellen
Anteile des RUNX1 Gens und die aminoterminal zur ETS Domain gelegenen Anteile des ETV6 Gens. Abbildung

entnommen aus 3%

Die Genfusion ETV6-RUNX1 geht der Leukdmieentstehung voraus, fuhrt jedoch erst in
Kombination mit spater erworbenen Mutationen schlussendlich zur malignen Transformation
der Zelle.®>%) Als haufigste Mutation wéare hier der Verlust des zweiten ETV6-Allels zu
nennen.“? Auf verschiedenen Wegen konnte gezeigt werden, dass die Entstehung einer
pramalignen ETV6-RUNX1 Vorlauferzelle der Leukdmieentstehung um Jahre vorausgehen
kann und dass die Vorlauferzellen bereits wahrend der intrauterinen Entwicklung entstehen.
So lasst sich oftmals in Guthrie-Karten, von Patienten, die im weiteren Verlauf eine ETV6-
RUNX71-positive Leukamie entwickeln, bereits eine ETV6-RUNX1 Fusion nachweisen.*'43)
Auflerdem konnte in seltenen Fallen einer konkordanten Leuk@mie bei identischen Zwillingen
der Nachweis Ubereinstimmender ETV6-RUNX1 Bruchpunkte erfolgen, was fir eine
Entstehung und Ubertragung in utero spricht.“™ 44-46) Schon friih wurde der Verdacht geduRert,
dass sich ETV6-RUNX1 Fusionstranskripte im Nabelschnurblut gesunder Neugeborener mit
einer Haufigkeit von ca. 1% nachweisen lassen.“” Aufgrund widerspriichlicher Ergebnisse
anderer Studien war dies These allerdings lang umstritten.“® %9} In neueren DNA basierten
Studien konnte eine ETV6-RUNX1 Fusion mit einer Haufigkeit von bis zu 5% im
Nabelschnurblut gesunder Neonaten nachgewiesen werden.®® Dies (ibersteigt die Pravalenz
der ETV6-RUNX1-positiven Leukamie bis zu einem 500-fachen und legt den Schluss nahe,
dass nur aus einem Bruchteil dieser pramalignen Vorlauferzellen tatsachliche Leukamien
entstehen. Dies bestatigt zusatzlich die These, dass =zur vollstandigen malignen
Transformation dieser Vorlauferzellen ein ,second hit“ notwendig ist.% 49
Der Bruchpunkt der Translokation t(12;21) ist jeweils patientenspezifisch und es wird
angenommen, dass er Uber den Therapieverlauf und bei Entstehung evtl. Folgerezidive stabil
bleibt®”, weshalb er sich hervorragend als Marker fir die Messung der minimalen
9



Resterkrankung eignen wurde. Allerdings besteht die Beflirchtung, dass die Messung ggf.
falsch positive Ergebnisse liefern kdnnte, wenn ein evtl. persistierender pra-leukamischer Klon
durch die Quantifizierung miterfasst wiirde.® *%

Bei BCR-ABL-positiven Leukamien oder Leukamien mit MLL-Rearrangement wird oftmals das
Fusionstranskript zur Quantifizierung der minimalen Resterkrankung genutzt und liefert bei

®4)  Ahnliche Versuche gab es in der

diesen Formen der Leukamie gute Ergebnisse.
Vergangenheit auch flir ETV6-RUNX1, wobei diese Methode aktuell in der Routine-Diagnostik
nicht eingesetzt wird.®® %® Der Nachteil besteht hier insbesondere darin, dass RNA im
Vergleich zu DNA weniger stabil ist und die Menge der RNA Transkripte pro Zelle zwischen
Patienten oder unterschiedlichen Subklonen variieren kann. AuRerdem kdnnen sich weitere
Abweichungen in der RNA Expression im Therapieverlauf ergeben. Somit liefert diese
Methode weniger robuste Ergebnisse zur Verlaufsbeurteilung.

Die, fur die Rekombination der Ig- und TCR, verantwortlichen Enzyme (RAG7 und RAG2),
zeigen bei ETV6-RUNX1 positiven Leukdmien oftmals eine gesteigerte Aktivitat.®” °®
Hierdurch stehen bei diesen Patienten haufig eine Vielzahl an MRD-Markern zur Verfigung.
Allerdings steigt hiermit zum einen das Risiko fur den Verlust eines Markers aufgrund von
voranschreitender Rekombination, zum anderen finden sich haufig MRD-Marker, die nur in
einem gewissen Subklon der Leukdmie nachweisbar sind oder es liegt Oligoklonalitat vor.®
8. %9 Eine eindeutige Aussage welchen prozentualen Anteil ein MRD-Marker an der
Gesamtheit der Leukdmie bei Diagnose ausmacht, war in der Vergangenheit nicht mdglich.
Dies kann jedoch zur Uber- oder Unterschatzung des verwendeten Markers filhren,
beispielsweise durch unterschiedlich schnelles Ansprechen eines Subklons auf die
durchgeflhrte Therapie. Aktuellere Methoden, wie Next Generation Sequencing, die
inzwischen standardisiert in vielen MRD-Laboren zur Identifizierung der Ig/TCR
Genrearrangements bei Diagnose eingesetzt wird, kann zur Quantifizierung der Indexklone

und somit Erkennung von Suklonen bei Diagnose eingesetzt werden.©% 6"

3.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Uberpriifung, ob sich der patientenspezifische Bruchpunkt des
Fusionsgens ETV6-RUNXT1 in einem gleich behandelten Patienten-Kollektiv mit Rezidiv einer
ETV6-RUNXT1-positiven ALL als spezifischer und sensitiver Marker zu Beurteilung des
Ansprechens auf die Therapie eignet. Aulerdem sollte gepruft werden, ob der genomische
Bruchpunkt des ETV6-RUNXT Fusionsgen Uber die Behandlung und Erkrankungsstadien
stabil ist. Darlber hinaus ergab sich die Frage, ob ein Nachweis von praleukamischen

Vorlauferzellen zu falsch positiven MRD Befunden flihren kdnnte. Nicht zuletzt sollte die

10



Stabilitait des Bruchpunkts im Krankheitsverlauf (von Ersterkrankung bis zu evtl.

Folgerezidiven) bestatigt werden.
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4 Methoden

4.1 Materialien und Gerate

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
DMSO (Demethylsulphoxide) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Ficoll (Separating Solution) Biochrom AG Seromed®, Berlin, Deutschland

PBS-Dulbecco (1x), w/o Ca2+, Mg2+ Biochrom AG Seromed®, Berlin, Deutschland
RPMI 1649 Medium Biochrom AG Seromed®, Berlin, Deutschland
w 20 mM Hepes, w stable Glutamine

PuregeneTM DNA-Isolierungskit ~ Biozym Diagnostics GmbH, Oldendorf, Deutschland

Wasser, HPLC gereinigt Merck, Eurolab GmbH, Darmstadt, Deutschland

dNTP Set 100 mM Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
MgCl> 50 mM Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
PCR Puffer (ohne MgCl,) Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
PCR-Primer TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

TagMan®© Sonden TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

NanoDrop Mikrovolumen-Spektrophotometer ThermoFisher Scientific

Zentrifuge Labofuge 400/ 400R Heraeus, Instruments, Berlin, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Instruments, Berlin, Deutschland

LightCycler Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
StepOnePlus™ ThermoFisher Scientitic, Schwerte, Deutschland

12



4.2 Patienten und Proben

Zwischen 2002 und 2013 wurden 104 Patienten mit einem Rezidiv einer ETV6-RUNX1-
positivem ALL in der Therapieoptimierungsstudie ALL-REZ BFM 2002 (n = 102) bzw. nach
Abschluss dieser Studie nach dem ALL-REZ BFM Registry, welches dem Therapiearm A der
ALL-REZ BFM 2002 Studie gefolgt ist'® 2, eingeschlossen und behandelt. Die Durchfiihrung
der Studie erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und nach positivem
Votum der zustandigen Ethikkommission. Von allen Patienten bzw. deren Sorgeberechtigten
wurde eine schriftiche Einwilligung zur Studienteiinahme, pseudonymisierten
Datenspeicherung und Materialverwendung eingeholt. Die Therapie erfolgte, stratifiziert nach

Risikogruppen, gemaf des in Abbildung 2 dargestellten Schemas.

Woche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Zweig
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Abbildung 2: Therapielibersicht des ALL-REZ BFM 2002 Studienprotokolls. S1 Standardrisiko, S2
intermediares Risiko, S3/4 Hochrisiko; Chemotherapieblécke F1, F2, R1, R2, Prot lI-IDA; D12/24 Dauertherapie fiir
12 bzw. 24 Monate; SZT Stammzelltransplantation; R Randomisierung; | Zeitpunkte fir Knochenmarkspunktionen
(KMP) und Messung der minimalen Resterkrankung (MRD), hervorgehoben ist der relevante Zeitpunkt zur MRD-
Bestimmung nach Induktionstherapie zur Stratifizierung (S) in der S2 Gruppe. (aus dem Studienprotokoll der

Therapieoptimierungsstudie ALL-REZ BFM 2002 zur Behandlung von Kindern/Jugendlichen mit Rezidiv einer ALL)

Von allen Patienten, von denen sowohl von Rezidiv Diagnose (oder initialer Diagnose) und
von mindestens einem Zeitpunkt wahrend der Rezidivtherapie DNA (oder Zellen zur DNA-
Isolation) in der ALL-REZ Biobank vorhanden waren, wurde DNA zur Sequenzierung des
patientenspezifischen genomischen Bruchpunkts der ETV6-RUNX1 Fusion bereitgestellt
(n = 74). Verlaufskontrollen (Knochenmark und ggf. Blut) wurden zu definierten Zeitpunkten
wahrend der Therapie gewonnen. Bei IEM oder kombinierten Rezidiven stand ggf. Material
aus dem extramedullarem Kompartiment bei Diagnose oder im Therapieverlauf zur Verfligung.
Insgesamt konnten 401 Proben von Verlaufskontrollen im Therapieverlauf untersucht werden.
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Hierbei handelte es sich um 299 Proben aus Knochenmark, 99 Kontrollen aus peripherem
Blut. Zusatzlich standen zwei Proben aus Hodengewebe und eine Probe aus Liquor zur
Verfugung. Von vier Patienten konnten zudem auch Proben eines Folgerezidivs untersucht

werden (18 Proben).

4.3 lIsolierung mononuklearer Zellen

Die Isolierung mononuklearer Zellen aus dem Knochenmark oder Blut erfolgte Gber das Prinzip
der Dichtegradienten-Zentrifugation in einer isotonischen Lésung (Ficoll).®* %% Hierbei wird das
Knochenmark bzw. Blut zunachst entsprechend der Zellzahl (meist 1:3) mit RPMI verdinnt.
AnschlieRend werden 5 ml dieser L6sung mit 4 ml Ficoll unter- oder Giberschichtet, dann erfolgt
die Zentrifugation bei 2000 U/min tdber 18 min. Im Anschluss wird der entstandene Zellring
vorsichtig abgenommen, mit 10 ml PBS aufgefiillt und erneut bei 1500 U/min fir 10 min
zentrifugiert. Danach wird der Uberstand abgekippt und das Pellet aufgewirbelt. Dieser Schritt
wird noch zweimal wiederholt. AbschlieRend werden die Zellen zur anschlieRenden DNA-
Extraktion direkt in Lysepuffer gegeben oder zur weiteren Lagerung in DMSO (1:10) bei -80°C

eingefroren und spater in Flussigstickstoff umgelagert.

4.4 DNA-Extraktion

Die angestrebte Zellzahl fur die DNA-Extraktion betrdgt in Abhangigkeit von der
Isolationsmethode 4x10° (5x10° - 8x10°) bzw. 8x10° (1x10° — 1x10”). Die DNA-Extraktion der
in dieser Studie untersuchten Proben erfolgte mit einem Saulen-basierten Kit von der Firma
Machery-Nagel (Nucleo-Spin Tissue Kit) entsprechend der Vorgaben des Herstellers. Altere
Proben wurden mit dem Puregene™ DNA-Isolierungskit (Biozym Diagnostic GmbH) nach
Herstellerangaben aufgearbeitet. Dieser basiert auf dem Prinzip der modifizierten
Salzprazipitation.

Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde anschlieBend durch die Bestimmung der
optischen Dichte (OD) mit einem Photometer (Nanodrop, ThermoFisher) beurteilt. DNA
absorbiert bei einer Wellenlange von 260 nm, wahrend Verunreinigungen durch bspw.
Proteine bei 280 nm absorbieren. Die Berechnung der DNA-Konzentration erfolgt durch das
Photometer nach folgender Formel: Verdiinnungsfaktor (in der Regel 1:40) x 50 ug/ml (1 OD
von doppelstrangiger DNA = 50 ug/ml H20) x OD der gemessenen Probe (Einheit ug/ml bzw.

ng/ul).
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4.5 ldentifizierung des genomischen Bruchpunkts der ETV6-RUNX1

Fusion

Die chromosomalen Bruchereignisse der Translokation t(12;21) konzentrieren sich auf
bestimmte Cluster Regionen (BCR). So treten die Bruchereignisse im ETV6-Gen nahezu
ausschlieBlich in einem 15 Kilobasen (kb) umfassendem Abschnitt im Intron 5 auf. Die BCR
im RUNX1-Gen erstreckt sich jedoch uber einen deutlich langeren Abschnitt von 155 kb im

2.567) Die insgesamt sehr groe BCR kann die

Intron 1 und eine 5,5 kb Abschnitt im Intron
Identifizierung und Sequenzierung der Bruchpunkte schwierig gestalten.

Zur ldentifizierung der patientenspezifischen genomischen Bruchpunkte der ETV6-RUNX1
Fusion wurde die Methode der Nested Multiplex Long-Range PCR verwendet.®® Dieser Teil
der Arbeit wurde im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr. med. Markus Metzler an der
Uniklinik Erlangen durchgefiihrt. Hierbei wird zunachst eine Long-Range PCR mit einem
Forward-Primer (sense) im ETV6-Gen und einer Kombination von 8 (Intron 1) bis 10 (Intron 1
und 2) Reverse-Primern (antisense) im RUNX7-Gen durchgefuhrt. Es erfolgt anschlief3end
eine Erfolgskontrolle mittels Gel-Elektrophorese. Im Falle einer erfolgreichen Amplifikation,
wurde das gewonnene PCR-Produkts des ersten Laufs als Template fir eine zweite Long-
Range PCR mit jeweils einzelnen RUNX1 antisense Primern verwendet. Abschlie3end erfolgte
zur Kirzung des PCR-Produkts fir die Sequenzierung nochmals eine PCR mit dem
identifiziertem RUNX1-Primer und innenliegenden ETV6-Primern. Das kurzeste PCR-Produkt
wurde schlief3lich direkt sequenziert (Sanger Sequenzierung).

Wenn das beschriebene Prozedere fur einen Patienten nicht erfolgreich war, erfolgte analog

der Versuch den Bruchpunkt des reziproken Fusionsgens RUNX1-ETV6 zu identifizieren.

4.6 Quantifizierung der minimalen Resterkrankung unter
Verwendung des genomischen Bruchpunkts der
chromosomalen Translokation t(12;21)

4.6.1 Quantitative Real-Time PCR (RQ-PCR)

Als zentrale Methode zur Quantifizierung von Genabschnitten kam die quantitative Real-Time

PCR zur Anwendung."® ) Hierbei wird eine mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte TagMan-
Sonde (Hydrolisierungssonde) verwendet, um quantitative Aussagen Uber die eingesetzte
Kopienzahl der amplifizierten Genabschnitts zu treffen. Man nutzt hierbei, dass die Thermus
aquaticus (Taq) Polymerase neben der 3 - 5° Polymeraseaktivitit eine 5 -> 3
Exonukleaseaktivitat aufweist. Trifft die Tag-Polymerase wahrend der Elongations Phase auf
die, zwischen dem Forward- und Reverse-Primer lokalisierte, Tag-Man Sonde, wird diese

hydrolysiert. Dabei wird der Reporter Farbstoff (hier FAM (6-carboxy fluorescein)) am 5-Ende
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vom Quencher (Unterdriicker) Farbstoff (hier TAMRA (6-carboxytetramethyl rhodamine) oder
BHQ-1 (BlackHole Dark Quencher)) am 3‘-Ende getrennt und somit die Fluoreszenz des
Reporter Farbstoffs freigesetzt. Die Fluoreszenz nimmt wahrend der Amplifikation proportional
zum entstehenden PCR-Produkt zu. Der C; Wert (cycle threshold) beschreibt nach wie vielen
PCR Zyklen das von der TagMan© Sonde freigesetzte Fluoreszenzsignal das
Hintergrundsignal tberschreitet. Dies ist mit dem Ubergang der PCR in die exponentielle

Phase gleichzusetzen und direkt proportional zur Nukleinsduremenge.

4.6.2 Etablierung der patientenspezifischen quantitativen Real-Time PCR
46.2.1 Primer und TagMan® Sonden Design

Anhand der erhaltenen genomischen Bruchpunkte der ETV6-RUNX1 Fusion wurden fir jeden

Patienten individuell Primer und TagMan®© Sonden fir die Real-Time PCR designt und auf ihre
Sensitivitat und Spezifitat hin getestet. Das Ziel war jeweils eine Sensitivitdt von mindestens
10 zu erreichen.

Die Primer wurden so gelegt, dass jeweils ein Primer im ETV6-Gen und der gegenlaufige
Primer im RUNX1-Gen lokalisiert waren. Die Primer sollten einen Abschnitt von etwa 150 —
250 Basenpaaren (bp) umfassen. Es wurde eine Schmelztemperatur von 60-65°C anvisiert
bei einer Primer Lange von sequenzabhangig ca. 20 bp. Fur die Berechnung der
Schmelztemperatur wurde die Webseite des Herstellers TIB Molbiol Berlin (www.tib-
molbiol.de) genutzt. Die Sequenz der Primer sollte zur optimalen Spezifitat eine moglichst
abwechslungsreiche Basenabfolge ohne hoch repetitive Elemente beinhalten. Fir die
TagMan®© Sonde wurde eine Lokalisation innerhalb der beiden Primer gewahlt. Hierbei wurden
die besten Ergebnisse hinsichtlich Sensitivitat und vor allem Spezifitat erzielt, wenn die
TagMan®© Sonde mdglichst direkt iber dem spezifischen Bruchpunkt platziert wurde. Es wurde
eine Lange der TagMan®© Sonde von ca. 25 -30 bp und eine Schmelztemperatur ca. 5°C Uber
der gewahlten Primer Kombination anvisiert. Bei den Sonden musste zusatzlich darauf
geachtet werden, dass die Sequenz am 5° Ende nicht auf G (Guanin) endete, da dieses die
Fluoreszenz des Farbstoffs unterdriicken wirde. In Abbildung 3 sind beispielhaft drei

Bruchpunktsequenzen dargestellt.
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Proben # 8892

RUNX1/ETVE (der21)
TTAAGCTCCACTACTTTCTTGCCTTGTGATCTTGGGCAAATTAACCACTCTCAGCCTCAGTTTTCTGATCTGTAAAACAGG
GCTCTATCTAATGTATAGAAGTGTGCAGATGAAGTGGGGTAAGAAATGCAAGAGCACTATGTAACTGAATGTGAGACCTCA
CCAATGTGCCTTTCTCCTGGGGACATCAGAGACCCACAGGAGGGGACTGCTCCATCGAGACCGCCCTGGGATGTGGCTGGC
ACATAGCCATCCCTGTCCTGGCATGCAGCAGTGAGAAGAAAGGARATTCAGTAGGTGGTTGACAGT TTAAATACAAATCAC
AAATGACATCTTTTTAAATATAACAAGTAGCTTATTTTTAAAGGTGTCACTTACTTTGCAAAGTATAAGGAGAACTGTTAT
TAAGAATTTACCAGGTTGGAATGGCTAGTGTTTATGGGAGAGAGTTTAGCACAAGACGGAGTGAGACAAGATTGCTGGGGT
CTTATTTTGAATCCAGCAGCCAACGCTGTATGGAATAGTGAAAAAGTTGCCTCTTTCTGTGCTTGTTTTCTACTTGGTATC
TTTAAGAATGGGCTATTTAGGAGCAAGGAGCCTAGCAGAAAGCATCTGTCAATCTTCTAAAACTTTACCTACAAAAGTTTT
ACTGGCTTGTGTCCCA

Proben # 10728

ETV6/RUNX1 (der12)
ACTTTCTCTTCCCTCCCATTATCACTAATATAATAATCCTGTAAAGTAAGTGCTGTTATTCCCACTTCATAAGTGAGGCAA
CAGAACCTCAGGAAGGTTAAGAAGCGTGTCCAGGGTGGCCCAACTGAATTCCCCCTTGTAAATATATCCCCAGAGAAGGGT
GTATGTTTCTCTGCAATGCGGATGTGTTGGCTTCACGAGCCTACTATGTGGCAGGCCCTCTGTCTATACTAACAGTACCAT
TAATGTGCTCTAAAATATTCATTGTATGGTGCTCTGCGCTTGCAAGCTTCCATCCATGTCCARAGTAAATGGCAAATTCGA
GGCAAGGGAACCTTATTGAATTCAGAGTCTGAATATACAGGTAAGTCATCTATAGTCAAAGGAAAAGGCTCAGGAGARATG

AGTAGCCCCCTGCATCCACCCAAGGCGCAGAGGAGAAGAGAAACCGTTTTTGACCCAGGGCACTTGCATGGCACTCACCA

Proben # 17138

ETV6/RUNX1(der12)
TGTGAAGGGATTGCATGAAAGTGCTGGGGGCAAGTCTCAGCCCTCGGCCTTTGTTGGAAGGTGTGGGGTGTGCAGACACAT
GTGCACCTTCGCACACATGCATCTGTGCATAAATATCTGTGTTTGCAGGAAAGAAAAGATAGGGTTGTGGGATGTCCCCAG
AAGCCACAGGGATTCCAGTGTTTTAGTACCAGGTGAAAGAGCCGCTTCCTCCCACACTATCTCAGGGAGATGCCCTTCTGT
AGACCTCTGTAGCCCAGTACCCTCAAGAGCTCCTGGAGACAGATGGCCCCGAACAGTCCTAGGGAAGCAGTTTTGCATCGG

AACAATTACGTGACTGATCCGGAGTTTCAGGTATGCATCAGATGTGTGCTTTCCAAATGCCTGCATCTCAAAGACTAGGAA
GGCAATGGGAACAGTCTTCTGAGGGTGTAAAAAGAGGGACCCAGGCTGGGGCAATGGGACTGAGGGGACTATATAGATGAG
TCTTCCT

Abbildung 3: Reprasentative Beispiele fiir die Lokalisation von forward Primer, TagMan-Sonde und reverse
Primer liber den genomischen Bruchpunkten der ETV6-RUNX1 Fusion. Dargestellt sind die Sequenzen von
drei patientenspezifischen Bruchpunktregionen der ETV6-RUNX1 Fusion. Forward und reverse Primer sind durch
unterstrichende Sequenzen markiert, TagMan© Sonden wurden fett gedruckt und mit einer gestrichelten Linie
hervorgehoben.

4.6.2.2 Test der Spezifitat

Der erhaltenen Primer und TagMan© Sonden Kombinationen wurden anschlieftend zunachst

auf ihre Spezifitdt getestet. Hierzu wurden 100 ng Diagnose DNA eingesetzt. Als
Negativkontrolle wurde DNA von mononukledren Zellen aus dem Blut gesunder Spender

(n = 10) gepoolt (als buffy coat (BC) bezeichnet) in gleicher Menge eingesetzt. Es wurden
jeweils drei Negativkontrollen angesetzt. Zusatzlich wurde zur Kontrolle auf Verunreinigungen
immer eine Kontrolle mit Wasser statt DNA mitgefihrt.

Fir die Durchfihrung der Real-Time PCR wurde entweder das LightCycler System (Roche
Diagnostics) oder das StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific)

verwendet.
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Die Primer wurden als spezifisch gewertet, wenn der Ct-Wert des Fluoreszenzsignals der
Leukamiezell-DNA zwischen 23 und 28 Zyklen lag und fiir den Fall eines positiven Signals im
BC, dieser mindestens 3 Zyklen Abstand zum Ct-Wert der Patienten-DNA aufwies.

Far den Fall, dass eine Amplifikation von Diagnose DNA mit der ausgewahlten Kombination
nicht erfolgreich war oder eine Amplifikation in einer Negativkontrolle auffiel, erfolgte zunachst
ein Neudesign der Primer (mit gleicher TagMan© Sonde). Bei einem spaten, unspezifischen
Signal im BC mit ausreichendem Abstand zum Signal in der Positivkontrolle konnte ggf.
dennoch eine Testung der Sensitivitat erfolgen. Konnte auch mit erneutem Primer-Design
keine spezifische DNA-Amplifikation erreicht werden, wurde auf den Bruchpunkt des
reziproken Fusionsgens RUNX71-ETV6 zurickgegriffen (wenn verfligbar) und eine neue

Primer/ TagMan®© Sonden Kombination designt.

4.6.2.3 Bestimmung und Optimierung der Sensitivitat

Die Sensitivitat wurde anhand einer Verdinnungsreihe von DNA vom Zeitpunkt der Diagnose
in BC bestimmt. Hierzu erfolgte eine Verdiinnung in 5 Log-Stufen (von 10 bis

107®). Jeder Verdiinnungsschritt wurde in Doppelbestimmung angesetzt. Insgesamt wurden je
Verdunnungsschritt 670 ng DNA eingesetzt (entsprechend dem DNA Gehalt von 100.000
Zellen bei 6,7pg DNA pro Zelle). Zusatzlich wurden jeweils zwei Negativkontrollen aus BC und
eine Negativkontrolle mit Wasser mitgefuhrt. Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatz in

Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der PCR fiir 20 pl Ansatz

Bestandteil, Konzentration Eingesetztes Finale
Volumen Konzentration
(auf 20 yl Endvolumen) | im Ansatz
Forward Primer 10 yM 1ul 500 nM
Reverse Primer 10 yM 1ul 500 nM
TagMan Sonde 10 uM 0,2 ul 100 nM
Platinum Tag-Polymerase 5 U/pl 0,2 ul 1U
dNTPs 2 nM 2l 0,2 nM
PCR-Puffer ohne MgCl. (10x) 2l 1x
MgCl, 50 mM 2 ul 5 mM
BSA 10 pg/pl 0,5 ul 250 ng/pl
Wasser 4.4 pl -
DNA 100 ng/ul 6,7 l -
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Der letzte Verdunnungsschritt, bei dem noch ein Fluoreszenzsignal oberhalb der
Hintergrundaktivitat detektiert werden kann, beschreibt die Sensitivitdt des Tests. Allerdings
muss im Falle eines positiven Signals in der Negativkontrolle (BC) ein Mindestabstand von

2 1 C¢ zum hochsten C;im BC bestehen.

Folgende Bedingung fir die Real-Time PCR wurden angewendet:
1. Initiale Denaturierung bei 94°C fur 10 min
2. 50 Zyklen: Denaturierung bei 94°C fur 20 s und Annealing/Elongation bei 60 — 69°C
fur 23s.
3. Abkuhlen

Zur Optimierung des Assays bei unzureichender Sensitivitdt des wurde nach folgendem

Stufenschema sukzessive vorgegangen:

1. Steigerung der Annealing-Temperatur — initial Beginn mit 60°C, dann schrittweise
Steigerung auf 63°C, 65°C, 67°C bis max. 69°C

2. Steigerung der MgCl, Konzentration (maximal Verdopplung), insbesondere bei
flachen Kurven mit unzureichendem Ubergang in die exponentielle Phase der PCR

3. Verdopplung der Annealing-/Denaturierungszeiten der PCR Zyklen (40 s/46 s)

4.6.3 Quantifizierung der Verlaufskontrollen

Nach erfolgreicher Etablierung der PCR mit dem gewlinschten Sensitivitatsniveau erfolgte die
MRD-Quantifizierung fur allen Proben aus Verlaufskontrollen wahrend der Therapie, fir die
noch eine ausreichende Menge DNA verfligbar war. Bei unzureichender Materialverfliigbarkeit
wurden die Verlaufskontrollen in Ausnahmefallen 1:10 verdiinnt eingesetzt. Wobei hier jedoch
zu beachten ist, dass durch die zusatzliche Verdiinnung ggf. niedrig positive Ergebnisse nicht
detektiert werden kdnnen. Zeitpunkte, fur die kein Material mehr verfigbar war, wurden nicht
berlcksichtigt. Zur Quantifizierung wurde erneut eine Verdinnungsreihe in Zehnerpotenzen
von 10" — 10 in BC angesetzt. Zur genaueren Quantifizierung wurde jeweils ein zusétzlicher
Verdinnungsschritt in Héhe einer halben Log-Stufe bei 5x10* mit angesetzt. Jede
Verlaufskontrolle  wurde in  Dreifachbestimmung gemessen, die jeweiligen
Verdinnungsschritte der Standardreihe wurden bis zum Verdinnungsschritt 102 in
Doppelbestimmung gemessen. Alle folgenden Verdinnungsschritte der Standardreihe wurden
ebenfalls in Dreifachbestimmung gemessen. Es wurden erneut sechs Negativkontrollen aus
BC mit angesetzt. Zusatzlich eine Negativkontrolle mit Wasser.

Um flr Schwankungen in der eingesetzten Quantitat und Qualitat (Amplifizierbarkeit) der DNA

zu korrigieren, erfolgte die Normalisierung mittels eines Referenzgens. Hierfur verwendeten
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wir R-Globin, welches als einfaches Gen (single copy gene) in allen Zellen vorkommt. Fir die
3-Globin Verdliinnungsreihe wurde BC-DNA in Zehnerpotenzen in Wasser verdinnt. Durch die
Bestimmung von der Haufigkeit/Amplifizierbarkeit von 3-Globin in einem PCR-Ansatz mit der
gleichen Menge DNA wie in der klonspezifischen PCR kann die genau eingesetzte DNA-

Menge berechnet werden.®

4.7 Quantitative Auswertung

Zur abschlieRenden quantitativen Auswertung und Berechnung wurden die Euro-MRD
Leitlinien angewandt.®

Zur quantitativen Auswertung wird die Standardkurve gebildet indem die C; Werte jedes Punkts
der Standardreihe in einem Diagramm auf der y-Achse gegen den logarithmischen Wert des
Verdinnungsschritts auf der x-Achse aufgetragen werden. Der negative Anstieg der sich
hieraus ergebenden Gerade beschreibt die Effizienz der PCR. Als optimal wird ein Anstieg von
-3,3 angesehen.

Die Sensitivitat der PCR beschreibt den niedrigsten Verdinnungsschritt, bei dem noch ein
Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Der quantifizierbare Bereich (quantitative range)
beschreibt derweil bis zu welchem Verdinnungsschritt der Standardreihe eine reproduzierbare
und akkurate MRD-Quantifizierung moglich ist. Nur bis zu diesem Wert kann ein quantitatives
Ergebnis verlasslich bestimmt werden. Positive Proben unterhalb des Grenzwertes des

quantitativen Bereichs werden als ,positiv, nicht quantifizierbar* bewertet.

Es werden folgende Kriterien zur Bestimmung des quantitativen Bereichs herangezogen:
1. Die Abweichung der C; Werte eines Verdunnungsschritts der Standardreihe muss
< 1,5 sein.
Der Abstand des letzten Verdlinnungsschritts zum Hintergrund muss > 3 C; sein.
Der Abstand zwischen zwei Verdlinnungsschritten sollte bei 10-fach Verdinnung
2,6 — 4 C; und fir 2-fach Verdiinnungen 0,5 — 1,5 C; betragen.

Die hieraus resultierende Standardkurve sollte einen Anstieg zwischen -3,1 und -3,9 aufweisen
mit einem Regressionskoeffizienten von = 0,98. Zudem sollte sie mindestens zwei log-Stufen
und drei Punkte (Verdinnungsschritte) umfassen.

Mit Hilfe der Gleichung fur die Gerade der Standardkurve kann aus den gemessenen C;
Werten der Verlaufskontrollen (bzw. aus dem Mittelwert der drei Replikate) die urspringlich

eingesetzte Leukamiezellzahl berechnet werden.
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Zur Normalisierung wird, die mittels Bruchpunkt-spezifischer RQ-PCR ermittelte
Leuka&miezellzahl, nach Dreisatz mit 100.000 multipliziert und durch die Anzahl der tatsachlich
eingesetzten Zellen, gemessen mittels R-Globin, dividiert.

Als Vergleich wurden fir alle Patienten die Ergebnisse herangezogen, die mit den etablierten
Ig/TCR Markern aus der Routinediagnostik erzielt wurden. Die Identifizierung und die PCR-
Optimierung fur die spezifischen Ig/TCR Marker erfolgte gemafR vorbeschriebener Ablaufe und
Standards."® 72 Zur quantitativen Auswertung wurden die gleichen Leitlinien gemaR Euro-
MRD herangezogen.® In Abbildung 4 ist exemplarisch eine Standardreihe fir ein

patientenspezifisches ETV6-RUNX1 Assay und die resultierender Standardkurve dargestellit.
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Abbildung 4: Exemplarische Darstellung einer Verdinnungsreihe und Standardkurve fiir ein
patientenspezifisches ETV6-RUNX1 Fusionsgen-Assay. Die Standardreihe beginnt mit der unverdiinnten DNA
bis zu einer Konzentration von 10* und mit zwei MRD- Proben, welche etwa ein Signal beim Verdiinnungsschritt
10" zeigen, sowie zugehoriger Standardkurve (Slope -3,36; Regressionskoeffizient R 0,99). Darstellung wie im

Analyse Modul von StepOnePlus™.

4.8 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit der SPSS-Software (SPSS Inc. Chicago, USA,

Version 19.0). Zur Reprasentativitadtsanalyse wurden der Chi-Quadrat-Test oder der Fisher’s
Exact Test verwendet. Diese Uberprifen ob sich die Verteilung einer Variablen in zwei
Stichproben signifikant unterscheidet.

Um eine abschlieRende statistische Auswertung der MRD-Ergebnisse zu ermdglichen wurden
alle negativen Ergebnisse numerisch auf 10® festgesetzt und fiir sémtliche positiven
Ergebnisse aulerhalb des quantifizierbaren Bereichs wurde 10 herangezogen.

Es wurde nur Abweichungen > %2 log-Stufe zwischen den Markern als relevante Abweichung
gezahlt, da dies dem normalen Schwankungsbereich der Real-Time PCR entspricht. Wenn
sich Differenzen durch unterschiedliche Sensitivitat oder quantitativen Range der Marker
erklaren liel3en, wurden sie ebenso nicht als echte Unterschiede bewertet. Wenn ein Marker

ein niedrig positives, aber nicht quantifizierbares Ergebnis lieferte wahrend ein anderer ein
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negatives Ergebnis erbrachte, wurde dies nur als Unterschied gewertet, wenn alle drei
Replikate positiv waren und das Ergebnis erneut nicht durch unterschiedliche Sensitivitaten
der Marker erklarbar war.

Zur Uberprifung der Korrelation zwischen den quantitativen Ergebnissen gemessen anhand
des Fusionsgens ETV6-RUNX717 und den klassischen Ig/TCR Markern wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman verwendet. Dieser untersucht den monotonen
Zusammenhang zwischen zwei stetigen oder ordinal skalierten Variablen. Zusatzlich zur
grafischen Darstellung im Punktediagramm, erfolgte die Darstellung mittels Bland-Altman-Plot.
Hierzu wurde die GraphPad Prism Software (GraphPad Software Inc. California, USA, Version
6.00) verwendet. Der Bland-Altman-Plot eignet sich besonders zum Vergleich von zwei
Messmethoden, da er systematische Unterschiede/Fehler sichtbar machen kann. Hierzu wird
der Mittelwert aller Messwerte ((A+B)/2) auf der X-Achse aufgetragen und die Differenz beider
Messwerte (A-B) auf der Y-Achse.
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5 Neue Ergebnisse

5.1 Auswahl und Reprasentativitat der 52 Patienten

Von 82 Patienten konnte DNA zur Identifizierung des Bruchpunkts der genomischen
Translokation t(12;21) bereitgestellt werden. Wobei jedoch nur fir 74 Proben die DNA-Qualitat
als ausreichend flr die Long-Range RCR eingeschatzt wurde. Hiervon konnte fiir 57 Patienten
ein Bruchpunkt identifiziert werden (77%). Fur drei Patienten lie3 sich mit verschiedenen
Primer Kombinationen keine bzw. keine spezifische Amplifikation erreichen, sodass
Korrektheit der Ubermittelten Sequenz in Frage zu stellen ist. Hier kommen beispielsweise
Proben Verwechslungen in Frage. Fir einen Patienten konnte die RQ-PCR nicht die
geforderte Qualitat erreichen. Dieses Vorgehen ist in der Figure S1 (supporting information)
dargestellt.

Mit dem im Abschnitt 4.6.2.3 dargestellten Procedere zur Optimierung der Sensitivitat der RQ-
PCR konnte fir die weiteren 53 Patienten eine Sensitivitit von mindestens 10* unter
Verwendung der genomischen ETV6-RUNX1 Fusion erzielt werden. Ein Patient musste
aufgrund fehlender Ig/TCR Marker zum Vergleich von der weiteren Analyse ausgeschlossen
werden.

Die eingeschlossenen 52 Patienten sind anhand der Charakteristika ihrer Erkrankung

reprasentativ fur das Gesamtkollektiv (siehe Supplemental Table S1).

5.2 Der genomische Bruchpunkt der ETV6-RUNX1 Fusion als MRD-

Marker

Far alle 52 eingeschlossen Patienten konnte unter Verwendung des genomischen
Bruchpunkts der ETV6-RUNX1 Fusion eine RQ-PCR mit einer Sensitivitat von 10 erreicht
werden. In nahezu der Hélfte der Falle (24/52, 46%), konnte sogar eine Sensitivitat von 10°
erzielt werden. Im Vergleich erreichten nur 76% (106/140) der Ig/TCR Marker eine Sensitivitat
von 10, bzw. 31/140 Markern (22%) eine Sensitivitat von 10°. Ebenso konnte in 73% (38/52)
ein quantitativer Bereich von mindestens 10 erreicht werden, wobei dieser fir Ig/TCR Marker
nur bei 47% lag. Diese Ergebnisse sind in der Figure 1 des Manuskripts dargestellt. Hieran
zeigt sich, dass die Verwendung des genomischen Bruchpunkts der ETV6-RUNX1 Fusion in
technischer Hinsicht dem Goldstandard nicht nur gleichwertig, sondern in Teilen sogar
Uberlegen ist und somit einen sehr sensitiven und verlasslichen MRD-Marker fir diese
Patientengruppe darstellt.

Bisher konnte nur in Einzelfallen belegt, werden dass der Bruchpunkt der ETV6-RUNX1
Fusion, wie angenommen zwischen Ersterkrankung und Rezidiv stabil bleibt. Wir konnten dies

mit Material aus der Ersterkrankung fur 30/52 Patienten aus unserer Kohorte bestatigen.
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Dartber hinaus konnte wir die Stabilitat des Bruchpunkts in weiteren Folgerezidiven fur vier
Patienten bestatigen. In zwei Fallen lagen im Folgerezidiv erneut Verlaufskontrollen zur MRD-
Messung vor. Im Vergleich zeigte sich fiir die Ig/TCR Marker ein gemischtes Bild. Nur fiir einen
kleinen Anteil zeigten sich alle Marker stabil zwischen Ersterkrankung und Rezidiv. Fur die
meisten Patienten zeigte sich ein Teil der Marker stabil, wahrend im Rezidiv teils (zusatzlich)
neue Marker gefunden wurden. In fast 14% wurden im Rezidiv ausschlieBlich andere Ig/TCR
Marker gefunden.

In unseren Untersuchungen zeigte sich kein Hinweis auf persistierende falsch positive
Ergebnisse durch den Nachweis eines eventuell persistierenden praleukamischen Kilons,
welcher die ETV6-RUNXT Fusion tragt.

5.3 Ubereinstimmung der Methoden

Wir konnten zeigen, dass der genomische Bruchpunkt der Translokation t(12;21) als sensitiver
und sehr spezifischer Marker fur die MRD-Diagnostik geeignet ist und die Ergebnisse gut mit
denen der herkdbmmlichen MRD-Marker korrelieren (Spearman Korrelationskoeffizient 0,85; p
< 0,1). Aus 1038 Vergleichen (ETV6-RUNX1 gegen jeden verfligbaren MRD-Marker des
jeweiligen Patienten) konnte nur 72 relevante Unterschiede > %2 Log-Stufe eruiert werden
(6,9%). (Figure 2 A, B) In 76,4% (55/72) lieferte hierbei ETV6-RUNX1 das héhere Ergebnis.
Die beobachteten Abweichungen waren in ihrer Schwankungsbreite etwa vergleichbar mit den
Abweichungen, welche auch Ig/TCR Marker untereinander zeigen (Spearman
Korrelationskoeffizient 0,78; p < 0,1). (Figure 2 E, F) Insgesamt konnte beobachtet werden,
dass die quantitativen Ergebnisse unter Verwendung des Bruchpunkts der ETV6-RUNXT
Fusion die beste Korrelation mit dem jeweils héchsten Ig/TCR Marker der einzelnen Patienten
aufweist (Spearman Korrelationskoeffizient 0,899; p < 0,1). In diesem Fall reduzierte sich die
Anzahl der relevanten Unterschiede auf 23, da die meisten Unterschiede jeweils nur im
Vergleich zu einem Ig/TCR Marker des Patienten auftraten, wahrend die anderen Marker eine
gute Ubereinstimmung zeigten (Figure 2 C, D).

Bei Betrachtung auf Patientenebene fiel auf, dass die Mehrzahl der Unterschiede jeweils nur
zu einem Zeitpunkt wahrend der Therapie und im Vergleich zu einem Ig/TCR Marker auftrat,
wahrend weitere Marker eine gut Ubereinstimmung zeigten. Nur in einer kleinen Untergruppe
von Patienten konnte Unterschiede Uber einen langeren Zeitraum beobachtet werden. Hierzu
gehorten beispielsweise zwei Patienten mit Verlust eines Ig/TCR Markers zu einem frihen
Zeitpunkt in der Therapie (Figure 4 B). Auch ein unterschiedlich schnelles Ansprechen

verschiedener Subklone auf die Therapie lieR sich erkennen (Figure 4 E).
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5.4 Heterogenes Ansprechen

Bei Betrachtung der MRD-Kinetik in unserer Kohorte von 52 Patienten viel ein deutlich
heterogenes Ansprechen auf die Rezidivtherapie auf. Eine Ubersicht ist in Figure 5 des
Manuskripts dargestellt. Wahrend 60% (25/42) der Patienten mit Knochenmarkbeteiligung bei
Rezidivdiagnose ein gutes Ansprechen auf die Rezidivtherapie zeigten (MRD nach
Induktionstherapie < 10), wurde fiir die restlichen 40% bei unzureichendem Ansprechen
diagnostiziert und die Indikation zur hamatopoetischen Stammzelltransplantation gestellit.
Hiervon zeigten 5 Patienten (29%) anhaltend ein MRD-Niveau von > 10,

Von den 5 eingeschlossenen Patienten mit isoliert extramedullarem Rezidiv zeigten zwei eine

submikroskopische Knochenmarkbeteiligung = 10 bei Rezidivdiagnose.
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6 Klinische Anwendung

Schon heute ist die MRD-Diagnostik zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Therapie als
wichtiges Mittel zur Risikostratifizierung aus der Therapie der kindlichen ALL nicht mehr
wegzudenken. Mit zunehmenden Fortschritten in der Leukamietherapie und dem Wunsch, die
Therapieintensitat moglichst prazise auf die einzelnen Patienten zuzuschneiden, wachst die
Bedeutung einer akkuraten und verlasslichen MRD-Diagnostik zunehmend.

Wir konnten zeigen, dass der genomische Bruchpunkt des Fusionsgens ETV6-RUNX1 einen
ausgesprochen sensitiven und stabilen Marker fiur die Quantifizierung der minimalen
Resterkrankung in dieser Patientengruppe darstellt. Er kann im Therapieverlauf allein oder in
Kombination mit Ig/TCR Markern angewendet werden. Der grof3e Vorteil der Verwendung der
genomischen Bruchpunkts der ETV6-RUNX1 Fusion zum MRD-Monitoring besteht darin, dass
er wahrend des Krankheitsverlaufs oder bei evtl. Folgerezidiven stabil bleibt und somit im
Gegensatz zu den Ig/TCR Markern kein Risiko eines Verlusts besteht. Aulerdem ertbrigt sich
zeitaufwandiges und kostspieliges erneutes Screening nach MRD-Markern bei Rezidiven.
Darlber hinaus ist vorstellbar, dass diese Methode in unklaren Fallen zur Bestatigung oder
Ausschluss eines Rezidivs verwendet werden kann. Wobei bei Verwendung der
vorausgegangenen Ig/TCR Marker ggf. falsch negative Ergebnisse durch den Verlust eines
Markers nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Die Beflirchtung, dass bei Verwendung des genomischen Bruchpunkts persistierende falsch
positive Ergebnisse durch den Nachweis des evil. Uberdauernden praleukdmischen Klons
auftreten, konnte in unseren Untersuchungen nicht bestatigt werden.

Von den untersuchten Patienten zeigte sich in einem Fall, dass einer der verwendeten Ig-/TCR
Marker friih in der Therapie und anhaltend negativ getestet wurde. Hier ist von einem Verlust
des Markers durch fortschreitende Rearrangement-Prozesse auszugehen. Dies birgt das
Risiko falsch negativer Ergebnisse in der MRD-Diagnostik. Dieses Risiko kann haufig durch
einen zweiten Ig/TCR Marker ausgeglichen werden. Aufgrund der nachgewiesenen Stabilitat
des ETV6-RUNX1 Bruchpunkts besteht hier jedoch keine Gefahr des Verlusts.

Ein weiteres Problem der Ig/TCR Marker besteht darin, dass mit der verwendeten Methodik
eingeschatzt werden kann, ob der entsprechende Marker in allen, oder nur in einem Teil der
Leukd&miezellen nachweisbar ist. Dennoch wird in der weiteren Analyse davon ausgegangen,
dass alle Zellen erfasst werden. Durch unterschiedlich schnelles Ansprechen verschiedener
Subklone der Leukamie auf die Therapie, kdnnte ein heterogenes Bild bei Beobachtung der
MRD-Ergebnisse, die mit einzelnen Ig/TCR Markern gemessen wurden, entstehen. Dies
konnte beispielweise auch die beschriebenen Abweichungen zwischen verschiedenen MRD-
Markern erklaren. Der Vorteil in der Verwendung des genomischen Bruchpunkts der ETV6-

RUNX1 Genfusion besteht hier darin, dass sicher alle Leukamiezellen erfasst werden. Dies
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umfasst sowohl Subklone welche schneller auf die Therapie ansprechen als auch solche,
welche durch etwaige Resistenzmechanismen, ein schlechteres Ansprechen zeigen. Somit
kann eine generelle Aussage uUber das Therapieansprechen der Leukamie des jeweiligen
Patienten getroffen werden.

Ein Problem stellte die oft langwierige und in nur 80-90 % erfolgreiche Sequenzierung®® der
genomischen Bruchpunkte fir die einzelnen Patienten mit der hier verwendeten Methode der
Nested Multiplex Long-Range PCR dar. Im Gegensatz zu anderen Translokationen, existiert
bei der Translokation {(72,21) kein sicherer Cluster der Bruchereignisse, sodass Uber lange
DNA-Intron Bereiche sequenziert werden muss. Hier sollten neuere Methoden, wie zum
Beispiel Next Generation Sequencing in Zukunft Erleichterung schaffen und sowohl schneller
als auch zuverlassiger Ergebnisse liefern.>7®

Bei anderen Formen der Leukdmie wie zum Beispiel der Sauglings-ALL mit MLL-
Rearrangement oder der Philadelphia-Chromosom (BCR-ABL) positiven Leukamie wird das
Fusionsgen bzw. das Fusionstranskript bereits in der Routinediagnostik zum Monitoring des
Therapieansprechens eingesetzt."® " Diese Methode kommt auch bei der chronisch
myeloischen Leukémie (CML) zum Einsatz "®. Fiir Patienten mit ETV6-RUNX1-positiver ALL
steht ein ebenso verlasslicher und sensitiver MRD-Marker zur Verfligung, der jedoch in der

klinischen Routine bisher nicht zum Einsatz kommt.
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