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1. Einleitung

Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist mit einer Inzidenz von etwa 3,8/100.000
bei Kindern unter 15 Jahren und etwa 1,4/100.000 bei Erwachsenen und
Adoleszenten eine seltene Erkrankung. Fur Deutschland rechnet man mit etwa 1.130
Neuerkrankungen pro Jahr, wobei etwa 420 Falle im Alter unter 15 Jahren und etwa
710 Falle jahrlich im Alter =2 15 Jahren diagnostiziert werden [1, 2]. Von der
letztgenannten Gruppe werden etwa 60% im Rahmen der Therapiestudien der
GMALL-Studiengruppe (GMALL = German Multicenter Study Group for Adult ALL)
behandelt [2].

Genetisch ist die ALL eine Erkrankung, die von malignen ,Leukamie-Stammzellen”
ausgeht. Diese ALL-Stammzellen konnten bisher nicht prazise charakterisiert werden
[3-5]. Eine Vielzahl von rekurrenten genetischen Aberrationen wurde bei ALL-
Patienten beschrieben, so dass man davon ausgehen muss, dass die maligne
Transformation auf molekularer Ebene auf verschiedene Weise erfolgen kann und
sich in einem klinisch ahnlichen Phanotyp aufert. Damit ist die ALL trotz ihrer
Seltenheit eine genetisch aufRerordentlich heterogene Erkrankung.

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick tber die wichtigsten der heute bekannten

genetischen Untergruppen der ALL gegeben.

1.1 BCR-ABL-positive ALL

Die Chromosomentranslokation t(9;22)(q34;922) ist mit 25% die haufigste bisher
bekannte klonale genetische Aberration bei der ALL des Erwachsenenalters. Die
Translokation wurde zuerst bei der chronischen myeloischen Leukamie (CML)
entdeckt und spater auch bei der ALL identifiziert. Die involvierten Genloci konnten
Anfang der 1980er Jahre als die Gene ABL (genauer: ABL1) auf Chromosom 9 und

BCR auf Chromosom 22 identifiziert werden [6-8]. In der Regel ist die Translokation
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reziprok [9, 10] und fuhrt auf molekularer Ebene zur Bildung von zwei Fusionsgenen,
BCR-ABL auf Chromosom 22 und ABL-BCR auf Chromosom 9. Zytogenetisch
imponiert die Translokation meist als verkurztes Chromosom 22 (,Philadelphia-
Chromosom”, [11]), jedoch werden bei ALL und CML in etwa 3% [12, 13] auch
komplexere Muster unter Beteiligung anderer Chromosomen gefunden. ABL ist eine
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase, die erstmals 1970 als Onkogen im rasch
transformierenden Abelson Maus-Leukamievirus identifiziert wurde [14]. Das ABL-
Gen besitzt zwei alternative erste Exons, la und Ib. Dadurch sind zwei Isoformen
maoglich, die sich in ihrem Aminoterminus unterscheiden. Die Isoform mit Exon la ist
im Zellkern lokalisiert, jene mit Exon Ib wird myristiliert und ist der
Zytoplasmamembran assoziiert. Der Verlust des myristilierten Amino-Terminus, wie
er bei BCR-ABL auftritt, ist mit einer Aktivierung der ABL-Kinase verbunden [15].

Die physiologische Funktion von BCR ist nicht genau bekannt. Es handelt sich um
ein zytosolisches 160 kD-Phosphoprotein mit Serin/Threoninkinase-Aktivitat, das
nahezu ubiquitar exprimiert wird [16]. Die Haufigkeit einzelner BCR-ABL- mRNA-
Transkripte bei CML und BCR-ABL-positiver ALL ist unterschiedlich: bei CML findet
man in Uber 95% der Falle sogenannte major breakpoint (M-bcr) Transkripte die zur
Expression eines 210kD Fusionsproteins fuhren, wahrend diese bei erwachsenen
ALL-Patienten nur etwa 30% der BCR-ABL-Positiven ausmachen. Knapp 70% der
BCR-ABL-Transkripte bei BCR-ABL-positiver ALL im Erwachsenenalter sind minor
breakpoint (m-bcr) Transkripte [17, 18], die in einem kleineren 185kD Fusionsprotein
resultieren. Andere, ,atypische” Transkripte finden sich bei etwa 2% der Patienten
[19]. Die relative Inzidenz von BCR-ABL bei der ALL ist altersabhangig. Bei Kindern
und Jugendlichen sind nur etwa 3-5% der ALL-Falle BCR-ABL-positiv. Bei
Erwachsenen steigt die relative Inzidenz bis etwa zum 35. Lebensjahr an, um von da

an bemerkenswert konstant bei etwa 45% (bezogen auf die B-Vorlaufer-ALL) zu
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bleiben [18]. Zugleich nimmt im selben Zeitraum der relative Anteil an M-bcr-
Transkripten zu, ohne dass jedoch der Gesamtanstieg in der Haufigkeit von BCR-
ABL alleine darauf zurlckzufuhren ware. Die Grunde fur die unterschiedlichen
Transkripthaufigkeiten bei CML und BCR-ABL-positiver ALL und fuar die
Altersabhangigkeit von BCR-ABL bei der ALL ist bisher nicht bekannt. Es gibt
Hinweise daflr, dass die m-bcr- und M-bcr-BCR-ABL-positiven ALL von
unterschiedlichen hamatopoetischen Stammzellen ausgehen [20]. Klinisch besteht
zwischen M-bcr-BCR-ABL-positiver und m-bcr-BCR-ABL-positiver ALL kein
Unterschied [17]. Was die prognostische Bedeutung dieser Aberration angeht, galt
BCR-ABL lange Zeit als der ungunstigste prognostische Faktor bei der ALL
uberhaupt. In einer grol3 angelegten retrospektiven Analyse der deutschen GMALL-
Studiengruppe aus den 1990er Jahren zeigten BCR-ABL-positive ALL-Patienten eine
3-Jahres-Gesamtuberlebensrate von 13% gegenuber 47% bei BCR-ABL-Negativen
[17]. Allerdings war BCR-ABL auch signifikant haufiger mit den bekanntermalien
prognostisch ungunstigen Faktoren hohe Leukozytenzahl und hoheres Alter bei
Diagnose assoziiert. Dieses Bild hat sich in den letzten Jahren gewandelt.
Verantwortlich dafur sind zwei Faktoren: der Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren,
insbesondere Imatinib, und die gesteigerte Frequenz an allogenen
Stammzelltransplantationen [21-23].

Vereinzelt wurden Fusionsgene gefunden, bei denen BCR nicht mit ABL, sondern mit
anderen Tyrosinkinasen fusioniert war: BCR-FGFR1 [24], BCR-PDGFRA [25], BCR-
JAKZ2 [26]. Die betroffenen Patienten zeigten ein CML-ahnliches Krankheitsbild.
AulBerdem sind einige Einzelfalle von ETV6-ABL-Fusionsgenen beschrieben
(Ubersichten bei [27, 28]), von denen zwei auch das klinische Bild einer ALL zeigten.
Diese Falle konnen als ,Varianten® von BCR-ABL gelten und zeigen, dass die

Funktionen von BCR und ABL in gewissem Malde durch Gene ahnlicher Funktion
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(andere Tyrosinkinasen) ersetzbar sind. Insgesamt handelt es sich dabei aber um
ausgesprochene Raritaten.

Vom Immunphanotyp her weisen die BCR-ABL-positiven ALL-Patienten ganz
uberwiegend einen common oder pra B- und selten einen pro-B-Subtyp auf [17, 18].
Bei der T-ALL und reifzelligen B-ALL (slg+) kommt BCR-ABL praktisch nicht vor.
Einzelne berichtete Falle von BCR-ABL-positiver T-ALL entsprechen moglicherweise
T-lymphatischen CML-Blastenkrisen [29]. Die Unterscheidung der M-bcr-BCR-ABL-
positiven B-Vorlaufer ALL von der B-lymphatischen CML-Blastenkrise war bisher
ohne Kenntnis der klinischen Anamnese nicht sicher moglich, es sei denn dass CML-
typische sekundare Aberrationen (z. B. Isochromosom 17 i(17q), haufig in
Kombination mit Trisomie 8) [30, 31] nachweisbar waren. Neuere Arbeiten beginnen
allerdings zunehmend Unterschiede auf molekularer Ebene zwischen BCR-ABL-
positiver ALL und CML aufzuzeigen. Mullighan und Mitarbeiter fanden bei BCR-ABL-
positiven ALL-Patienten in der Mehrzahl der Falle eine Deletion von IKZF1
(kodierend fur den Transkriptionsfaktor /karos), was zu einer Haploinsuffizienz, zur
Expression von dominant-negativen /karos-Formen oder ganz zum Verlust der
Ikaros-Expression fuhrte. Bei CML in chronischer Phase war diese Veranderung

nicht nachweisbar, jedoch bei CML in lymphatischer Blastenkrise [32].

1.2 MLL-Aberrationen bei ALL

Translokationen unter Beteiligung des MLL-Gens auf 11923 finden sich bei etwa 5-
10% der akuten Leukadmien (ALL und AML). MLL ist eine Histon H3 Lys4 (K4)-
spezifische Methyltransferase [33, 34]. Das 431kD-MLL-Protein ist Bestandteil eines
Multi-Protein-Komplexes, der Nukleosomen und freie Histone remodelliert, (de-
)acetyliert, und methyliert [34]. Eine grolle Vielzahl von aktuell etwa 80

verschiedenen Loci, in die MLL transloziert wird, ist bekannt [35]. Bei den meisten
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Translokationen handelt es sich jedoch um Einzelfall-Beschreibungen oder sehr
kleine Serien von Patienten. Die mit Abstand haufigste MLL-Translokation bei der
Erwachsenen-ALL ist die t(4;11)(921;923) mit Fusionsgen MLL-AFF1 (MLL-AF4), die
bei der B-Linien-ALL etwa 85% aller MLL-Aberrationen ausmacht. Die zweithaufigste
Translokation bei B-Linien-ALL ist die t(11;19)(q23;p13) mit Fusionsgen MLL-MLLT1
(MLL-ENL) mit knapp 10% der MLL-Aberrationen [36, 37]. Andere MLL-Aberrationen
sind bei der ALL selten. Bei T-Linien-ALL im Erwachsenenalter sind weniger Daten
verfugbar, die Pravalenz ist niedriger und hier scheint die t(11;19)(q23;p13) am
haufigsten [38]. Vom Immunphanotyp her zeigen die betroffenen B-Linien-ALL-
Patienten in der Regel einen pro B- oder CD10-negativen pra B-Immunphanotyp [39-
41]. Das Muster an Translokationspartnern unterscheidet sich deutlich von dem der
AML, bei der am haufigsten die 1(9;11)(p22,923) mit MLL-AF9-Fusion gefunden wird
[42]. Das Spektrum der MLL-Translokationspartner unterscheidet sich ebenfalls
deutlich von dem der ALL im Sauglingsalter (< 1 Jahr), wo verhaltnismafig weniger
MLL-AF4 und dafur mehr MLL-MLLT1 und MLL-MLLT3 gefunden wurde [43]. In allen
Altersgruppen der ALL gelten MLL-Aberrationen bei B-Vorlaufer-ALL als
prognostisch ungunstig. Umstritten ist dabei jedoch, ob die ungunstige Prognose
eher auf den unreifen Immunphanotyp zuruckzufihren oder unabhangig von diesem

ist [39, 44].

1.3 ALL mit TCF3-PBX1-Fusion (Translokation t(1;19)(q23;p13.3))

Die Translokation t(1;19)(923;p13.3) wurde erstmals zytogenetisch 1984 bei der ALL
beschrieben [45]. Sie bildet mit etwa 3-4% aller ALLs die dritthaufigste bisher
bekannte Translokation bei Erwachsenen-ALL. Die Inzidenz ist bei Kindern und

Adoleszenten mit etwa 5% geringfugig hoher als bei Erwachsenen. 1991 konnten die
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involvierten Gene in der Arbeitsgruppe von Michael Cleary in Stanford identifiziert
werden [46]. Beteiligt sind TCF3 (E2A) auf Chromosom 19 und PBX1 auf
Chromosom 1. TCF3 codiert fur 2 Proteine, E12 und E47, die beide sogenannte
basic helix-loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren sind und eine kritische Rolle bei
der B-Zell-Reifung spielen. PBX1 ist ein Hombdobox-Gen, das in praktisch allen
Geweben auller dem lymphatischen Gewebe exprimiert wird. Das Fusionsgen TCF3-
PBX1 fuhrt zu einer unphysiologischen Aktivierung von PBX1 sowie zur trans-
Aktivierung von zahlreichen Genen und schlie3lich zum malignen Phanotyp [47].

Bzgl. der prognostischen Bedeutung dieser Aberration gab es in den 1990er Jahren
einige kontroverse Diskussionen bei der padiatrischen ALL. Mittlerweile gilt E2A-
PBX1 dort eindeutig als positiv-pradiktiver Marker fur das Gesamtuberleben und die
Remissionsdauer [48]. Bei Erwachsenen-ALL sind weit weniger publizierte Daten
verfugbar, jedoch scheint diese Aberration nach den bisher publizierten Daten
bemerkenswerterweise dort eher einen ungunstigen impact zu haben [49, 50].
Allerdings ist E2A-PBX1 bei Erwachsenen-ALL haufig mit hoher Leukozytenzahl bei
Diagnose, einem bekanntermalien ungunstigen prognostischen Faktor, assoziiert

[51, 52].

1.4 ALL mit ETV6-AML1 (Translokation t(12;21)(p13;922))

Die Translokation t(12;21)(p13;922) wurde erst spat als rekurrente Translokation bei
der ALL entdeckt, da sie konventionell-zytogenetisch unsichtbar ist, weil die
involvierten Genloci auf beiden Chromosomen sehr weit telomerwarts liegen. Erst
1994 gelang der Nachweis mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung. Die beteiligten
Gene sind ETV6 (ets variant gene 6, TEL) auf 12q13 und AML1 (RUNX1, CBFAZ2,
core binding factor alpha 2) auf 21922, zwei Gene, die schon in anderem Kontext als

Translokationspartner bei hamatologischen Neoplasien gut bekannt sind [53, 54].
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Schon kurz nach der Entdeckung wurde klar, dass es sich bei der {(12;21) mit etwa
15-25% der Falle um die haufigste Chromosomentranslokation bei kindlicher und
Adoleszenten-ALL handelt. Innerhalb der padiatrischen ALL zeigt sich eine
charakteristische Altersabhangigkeit, wobei die Frequenz bei Sauglingen (< 1 Jahr)
0% betragt, im Alter von 1-4 Jahren mit etwa 25% am hochsten ist, um dann bis zum
Alter von 10-14 Jahren auf etwa 5% abzufallen [55]. Bei Erwachsenen ist die
Aberration selten und betrifft nur etwa 1-2% aller Patienten, die praktisch
ausnahmslos sehr jung sind (unter 30 Jahre) [56-58]. Bei Kindern und Adoleszenten
ist TEL-AML1 mit einer gunstigen Prognose assoziiert [48, 55, 59], bei Erwachsenen

ist die prognostische Bedeutung ungeklart.

1.5 Die ALL vom Burkitt-Typ bzw. reifzellige B-ALL

Das Burkitt-Lymphom ist durch Chromosomentranslokationen, die das MYC-Gen auf
8924 betreffen, gekennzeichnet. Meist liegt eine Translokation in den Immunglobulin-
Schwerkettenlocus auf 14q32 vor. Seltener sind Translokationen in den Leichtketten
kappa-Locus auf 2p11 (in etwa 15%) oder den Leichtketten-lambda Locus auf 22911
(in ca. 5%). Gelegentlich tritt ein hohergradiger Knochenmarkbefall durch das BL auf.
Ubersteigt dieser die Grenze von 20-25%, oder findet eine leukadmische
Ausschwemmung statt, so spricht man definitionsgemaf von einer ALL vom Burkitt-
Typ oder ,reifzelligen B-ALL”. Die reifzellige B-ALL ist ein sehr seltenes
Krankheitsbild und macht nur etwa 3-5% aller akuten lymphatischen Leukamien bei
Kindern und Erwachsenen aus. Die reifzellige B-ALL entspricht biologisch und
atiopathogenetisch eher einem leukamischen high grade Lymphom und wird
dementsprechend auch nach Chemotherapie-Schemata behandelt, die an high
grade Lymphome erinnern (sequenzielle Abfolge sich wiederholender

Chemotherapieblocke) [60].



1.6 T-ALL mit aberranter HOX11- oder HOX11L2-Expression

Die immunologisch definierte T-Linien-ALL unterscheidet sich von der B-Linien-ALL
insofern, als mit klassischer Zytogenetik sichtbare klonale rekurrente
Chromosomentranslokationen in einer deutlich geringeren Frequenz als bei der B-
Linien-ALL zu finden sind. Am haufigsten wurden Aberrationen gefunden, die die T-
Zell-Rezeptor-Gene (TCRA und TCRD auf 14p11, TCRB auf 7p34, TCRG auf 7p14)
betreffen. Andere, haufiger involvierte Loci sind 10924 und 5q35. Die dort
befindlichen Gene sind TLX1 (HOX11) und TLX3 (HOX11L2), zwei ,verwaiste”
(orphan) Homoobox-Gene, die aullerhalb der 4 Mammalia-HOX-Gencluster liegen.
Beide Gene werden vor allem beim thymischen Subtyp der T-ALL aberrant exprimiert
gefunden. Die prognostische Bedeutung dieser beiden HOX-Gene war einige Jahre
umstritten. Inzwischen kann jedoch als gesichert gelten, dass die aberrante
Expression von TLX3 mit einer sehr ungunstigen Prognose assoziiert ist, wahrend

die aberrante TLX7-Expression eine gunstige Prognose impliziert [61].

1.7 Aneuploidie bei ALL

Aneuploidie bezeichnet den Hinzugewinn (Hyperdiploidie) oder Verlust
(Hypodiploidie) von ganzen Chromosomen, in Form von Tri- oder Tetrasomien bzw.
Monosomien oder Bildung von dizentrischen Chromosomen als Folge unbalancierter
Translokationen. Etwa 5% der ALL-Patienten weisen einen hypodiploiden [62, 63]
und etwa 25% der padiatrischen und 10-15% der adulten ALLs einen hyperdiploiden
Chromosomensatz auf [64, 65]. Seit langen ist bekannt, dass padiatrische ALL-
Patienten mit hyperdiploidem Chromosomensatz eine verhaltnismallig gunstige
Prognose haben [64, 66]. Als Ursache hierfir wurden eine vermehrte

Chemotherapie-Sensibilitat mit u.a. verstarkter Akkumulation von Methotrexat-
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Metaboliten sowie Empfindlichkeit gegenuber Mercaptopurin und L-Asparaginase
beschrieben [67, 68]. Der biologische Hintergrund hierfur ist jedoch bisher
unbekannt. Aullerdem wurde bei hyperdiploiden ALL-Zellen ein ausgepragtes
proapoptotisches Potential gefunden [69]. Der Hyperdiploidie liegt
molekularpathogenetisch am ehesten nicht ein sukzessiver Hinzugewinn von
einzelnen Chromosomen, sondern eine Malsegregation bei einer einzigen abnormen
Mitose zugrunde [70]. Aus dem Vorhandensein von partiell identisch rearrangierten
IgH-Genen bei Patienten mit Tri- oder Tetrasomie 14 kann geschlossen werden,
dass diese Ungleichverteilung im Verlauf der frihen B-Zell-Reifung stattfindet [71].
Der Hinzugewinn von Chromosomen erfolgt nicht statistisch zufallig. Am haufigsten
sind die Chromosomen 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 und X betroffen, wahrend eine
numerische Vermehrung von Chromosomen 1, 2, 3, 7, 13, 15, 16, 19, oder 20
verhaltnismafig selten anzutreffen ist [72]. In der Literatur finden sich uneinheitliche
Befunde, was die prognostische Bedeutung einzelner Trisomien angeht. Moorman
und Mitarbeiter [72] fanden in einer groflangelegten Studie von 700 padiatrischen
Patienten mit hyperdiploidem Karyotyp in der multivariaten Analyse einen positiven
EinfluR auf das Gesamtuberleben fur den Hinzugewinn der Chromosomen 4
und/oder 18. Andere Autoren beschrieben beispielsweise einen gunstigeren
klinischen Verlauf bei Patienten mit Patienten mit hoch-hyperdiploidem
Chromosomensatz (54-58 Chromosomen) und Trisomie 4, 10 oder 17, wahrend sich
Trisomie 5 bei derselben Patientengruppe als ungunstig erwies [64, 73]. Fur die ALL
im Erwachsenenalter existieren wesentlich weniger Daten, die jedoch auch eine
verhaltnismaldig gunstige Prognose bei Hyperdiploidie aufzeigen [65, 74].

Beim hypodiploiden Karyotyp liegen die Verhaltnisse, was die prognostische
Bedeutung angeht, gerade umgekehrt. Hypodiploidie ist bei der padiatrischen ALL

seit langem als ungunstiger prognostischer Faktor etabliert [62, 66]. Die Datenlage
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bei Erwachsenen ist auch hier wesentlich weniger aussagekraftig, jedoch liegen hier
die Verhaltnisse ahnlich [65]. Bei der ganz Uberwiegenden Mehrheit der Patienten
finden sich isolierte Monosomien mit 45 Chromosomen, wobei bei padiatrischen
Patienten am haufigsten die Chromosomen 7, 9, 13 oder X/Y betroffen sind [66] und
bei Erwachsenen die Chromosomen 2, 3, 4, 7 13, und 15-17 [75]. Bei Erwachsenen
ALL-Patienten mit nahezu triploidem Chromosomensatz liegt eine Duplikation eines
hypodiploiden Chromsomensatzes zugrunde und die Prognose entspricht der der
hypodiploiden Patienten [75]. Der genaue Grund fur die ungunstige Prognose der
hypodiploiden ALL-Patienten ist nicht genau bekannt. Mdglicherweise liegt der
Verlust von Tumor-Suppressorgenen zugrunde [62].

Der aneuploide Chromosomensatz schlief3t allerdings andere strukturelle
Chromosomenveranderungen von prognostischer Relevanz nicht aus. So ist der
nahezu triploide oder tetraploiden Chromosomensatz bei padiatrischen ALL-
Patienten meist mit der Translokation t(12;21)(p13;922) assoziiert [76, 77] und auch
andere Fusionsgene von prognostischer Relevanz kdénnen bei Hyper- oder

Hypodiploidie auftreten [65, 72].

1.8 Andere Aberrationen von unklarer oder noch nicht abschlieBend geklarter
pathogenetischer oder prognostischer Relevanz

Eine groRe Vielzahl von ,Biomarkern® wurde hinsichtlich der prognostischen
Bedeutung bei der ALL untersucht. Letztlich fehlen aber bei vielen dieser
Veranderungen noch bestatigende Untersuchungen bzw. Daten aus prospektiven
Studien um den Stellenwert dieser Veranderungen eindeutig einordnen zu konnen.
Bei der T-ALL findet man in 5-30% ein SI/L-TAL1-Fusionstranskript, dem eine
interstitielle ca. 70kB Deletion zwischen den Genen SIL (oder STIL) und TAL1 auf

1p32 zugrunde liegt. Durch die Deletion gerat TAL1 unter die Kontrolle des SI/L-
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Promotors. SIL-TAL1 alleine ist jedoch im transgenen Tiermodell nicht hinreichend,
um Leukamien zu induzieren [78]. Seltener liegen Translokationen von TAL1 in die
T-Zellrezeptor-Loci vor. Eine SchlUsselrolle scheinen in vielen Fallen von T-ALL
aktivierende Mutationen in den NOTCH-Genen, vor allem NOTCH1, zu spielen [79,
80]. Diese Mutationen finden sich in etwa 35-55% der T-ALL-Falle [79, 80]. Die
Aktivierung des NOTCH-Signalweges ist unter physiologischen Bedingungen
entscheidend fur die afTCR-T-Zell-Ausreifung im Thymus [81]. Die beiden Lim-
domain-only-Proteine LMO1 und LMOZ2 spielen bei einer Subgruppe der T-ALL-
Patienten eine onkogene Rolle [82]. Dass die dauerhafte LMO2-Uberexpression zur
Leukamieentwicklung beitragen kann, wurde in einem unbeabsichtigten
gentherapeutischen in vivo Experiment gezeigt [83]. Die Dysregulation von LMO1
und LMO2 kommt meist durch Translokationen in die T-Zell-Rezeptor-Loci zustande,
die wiederum wahrscheinlich die Folge einer illegitimen V(D)J-Rekombination sind
[84]. Sowohl fur die B-Linien- als auch die T-Linien-ALL von Interesse sind die Gene
BAALC und ERG, deren Expression von prognostischer Relevanz gefunden wurde
[85]. Auch fur die Expression verschiedener multi-drug-resistance-Proteine [86, 87]
bzw. fur Polymorphismen in den entsprechenden Genen wurde eine prognostische

Bedeutung beschrieben, wobei diese Befunde umstritten sind [88].
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Molecular heterogeneity of adult Burkitt-type leukemia/lymphoma as revealed by
PCR and cytogenetics: correlation with morphologic, immunologic and clinical

features. Leukemia 2005;19:1391-8

EinfGhrung:

Die reifzellige B-ALL gilt als leukdmische Manifestation des Burkitt-Lymphoms.
Mittels Immunzytologie und Zytomorphologie ergeben sich jedoch nicht selten
Schwierigkeiten bei der differenzialdiagnostischen Abgrenzung zu anderen
reifzelligen B-Non-Hodgkin-Lymphomen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
eine PCR-Methode zum Nachweis der Translokation t(8;14)(q24;932) mit MYC-IgH-
Fusion fur den klinischen Einsatz entwickelt. Eine groRe Zahl von Proben von
Patienten mit reifzelliger B-ALL wurde damit untersucht. Dabei zeigte sich ein
charakteristisches Muster von MYC-IgH-Fusionen, unter anderem auch zwei Falle
von Translokation von MYC in die fur IgE kodierenden konstanten Region des IgH-
Locus, die im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben sind. Korrelationen
mit dem Immunphanotyp, der Zytomorphologie und der Zytogenetik zeigten eine
relative Heterogenitat dieser Patientengruppe. Nur in einem Teil der Falle waren alle
Befunde voll kongruent und atypische Morphologien (keine FAB-L3-Morphologie)
sowie atypische Immunphanotypen (TdT+, CD10-) waren vereinzelt zu beobachten.
Epstein-Barr-Virus war nur in einer Minderheit der Falle nachweisbar.

Die long distance PCR fur t(8;14) erscheint damit als Methode, die wertvolle

Zusatzinformationen zur Differenzialdiagnostik liefern kann.
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Publikation 2:

Burmeister T, MacLeod RAF, Reinhardt R, Mansmann V, Loddenkemper C, Marinets
O, Drexler H, Thiel E, Blau IW. A novel sporadic Burkitt ymphoma cell line (BLUE-1)
with a unique 1(6;20)(q15;911.2) rearrangement. Leukemia Research 2006;30:1417-

23

EinfGhrung:

Die meisten Zelllinien von Burkitt-Lymphomen wurden von padiatrischen Patienten
mit der endemischen Form des Burkitt-Lymphoms gewonnen. Es existieren wenige
Zelllinien von erwachsenen Patienten mit sporadischen Burkitt-Lymphom. In dieser
Publikation wird die Etablierung einer solchen EBV-negativen Zelllinie (BLUE-1)
beschrieben. Die Zelllinie entstammt einem histologisch diagnostizierten Burkitt-
Lymphom, zeigt jedoch auch Abweichungen vom typischen Immunphanotyp, die zum
Teil durch die Therapie bedingt (Verlust von CD20 nach Rituximab-Therapie) und
zum Teil wahrscheinlich Zellkultur-Artefakte (Abnahme der Expression von sCD22
und slg lambda) sind. IgH und MYC sind Kopf-an-Kopf (head-to-head) fusioniert und
der Chromosomenbruchpunkt liegt 1,25 kB 5’ von MYC Exon 1 und in der IgH joining
Region womit eine fehlerhafte VDJ-Rekombination als molekularer

Pathomechanismus anzunehmen ist.
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Publikation 3:

Burmeister T, Marschalek R, Schneider B, Meyer C, Gokbuget N, Schwartz S,
Hoelzer D, Thiel E. Monitoring minimal residual disease by quantification of genomic
chromosomal breakpoint sequences in acute leukemias with MLL aberrations.

Leukemia 2006;20:451-7

EinfGhrung:

In dieser Publikation wird die Etablierung und Testung einer neuartigen Methode zur
Messung der minimalen Resterkrankung (MRD = minimal residual disease) bei
Patienten mit MLL-Aberration beschrieben. Die minimale Resterkrankung, d.h. das
Ausmal an Rest-Leukamie nach Chemotherapie gilt als wichtigster prognostischer
Faktor bei der padiatrischen und adulten ALL. Herkdbmmliche Methoden beruhten auf
der Quantifizierung des mRNA-Fusionstranskriptes. Dies bringt jedoch einige
Nachteile mit sich, wie in der vorliegenden Publikation ausgefuhrt wird. In dieser
Arbeit wurden die individuellen Chromosomenbruch-Sequenzen als klonspezifische
Marker verwendet. Es wird gezeigt, wie sich anhand dieser Sequenzen ein robustes
und hochsensitives Nachweissystem konstruieren lasst, das auch gegeniber dem
MRD-Nachweis mittels klonal rearrangierter Immungene Vorteile aufweist (stabiler
Marker, der nicht durch mogliche weitere IgH-Rearrangements gefahrdet ist, keine

Oligoklonalitat bei Erstdiagnose wie haufig bei inkomplett rearrangierten IgH-Genen).
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Publikation 4:
Burmeister T, Gokbuget N, Reinhardt R, Rieder H, Hoelzer D, Schwartz S. NUP214-

ABL1 in adult T-ALL: the GMALL study group experience. Blood 2006;108:3556-9

EinfGhrung:

Bei vielen soliden Tumorerkrankungen findet man episomale Amplifikationen von
Onkogenen (double minutes) [89]. Bei der ALL sind solche Episomen bisher kaum
gefunden worden. Eine interessante Ausnahme bildet das Fusionsgen NUP2714-
ABL1, bei dem NUP214, ein Gen, das fur ein Protein des Kernporen-Komplexes
kodiert, mit der Tyrosinkinase ABL1 fusioniert ist [90]. In einem kleinen Prozentsatz
der Falle von T-ALL ist dieses Episom nachweisbar. Die vorliegende Arbeit ging der
Frage nach, welche der theoretisch moglichen NUPZ214-ABL-Transkripte
experimentell gefunden werden, wie haufig diese auftreten und wie sich diese mittels
PCR nachweisen lassen. Auerdem wurde die prognostische Bedeutung dieses
Fusionsgens untersucht. Dabei zeigte sich, dass nur ganz bestimmte Transkripte zu
finden waren. Die Prognose der NUP214-ABL 1-positiven Patienten unterschied sich

nicht signifikant von der des Gesamtkollektivs der T-ALL-Patienten.

37



Publikation 5:

Baak U, Gokbuget N, Orawa H, Schwartz S, Hoelzer D, Thiel E, Burmeister T, for the
GMALL study group. Thymic adult T-cell acute lymphoblastic leukemia stratified in
standard- and high-risk group by aberrant HOX11L2 expression: experience of the

German Multicenter ALL Study Group (GMALL). Leukemia. 2008;22:1154—-60

EinfGhrung:

Etwa 25% aller ALL-Falle im Erwachsenenalter zeigen immunologisch eine T-Zell-
Differenzierung. Die vorliegende Arbeit untersuchte die prognostische Bedeutung der
aberranten Expression zweiter Homo6obox-Gene, TLX1 (HOX171) und TLX3
(HOX11L2) bei der T-ALL. Etwa 20% der untersuchten Patienten zeigten eine hohe,
20% eine niedrige und 60% keine HOX11-Expression. 10% der Patienten zeigten
eine HOX11L2-Expression. Wahrend das initiale Therapieansprechen in allen
genetischen Subgruppen etwa gleich war, zeigte sich eine deutlich erhdhte
Rezidivrate bei den HOX11L2-positiven gegenuber den HOX71L2-negativen
Patienten (relapse free survival RFS 23% vs. 60%, p=0,028, univariate Analyse). In
der multivariaten Analyse zeigte sich ein signifikant geringeres Gesamtuberleben der
HOX11L2-positiven im Vergleich zu den HOX11L2-negativen Patienten. Die hohe
HOX11-Expression war in der multivariaten Analyse statistisch signifikant mit einem
verbessertem krankheitsfreien Uberleben (RFS) assoziiert, bei der Analyse des
Gesamtuberlebens ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Anhand
dieser Daten kann eine neue Hochrisiko-Untergruppe (die HOX11L2-Positiven)
innerhalb der thymischen T-ALL-Patienten definiert werden. Patienten mit diesem
genetischen Profil sollten aufgrund ihrer ungunstigen Prognose einer intensivierten

Behandlung zugefuhrt werden.

42



Publikation 6:

Burmeister T, Schwartz S, Taubald A, Jost E, Lipp T, Schneller F, Diedrich H,
Thomssen H, Mey UJM, Eucker J, Rieder H, Gokbuget N, Hoelzer D, Thiel E.
Atypical BCR-ABL mRNA transcripts in adult acute lymphoblastic leukemia.

Haematologica. 2007;92:1699-1702

EinfGhrung:

Bei der CML werden in mehr als 95% der Falle die sogenannten major breakpoint-
MmRNA-Transkripte (e13a2, e14a2) gefunden. Sie entstehen durch
Chromosomenbriche in den Introns 13 oder 14 des BCR-Gens und in ABL Intron 1.
Bei BCR-ABL-positiver ALL machen die major breakpoint- Transkripte nur etwa 30%
aus, wahrend ca. 70% der Falle das minor breakpoint Transkript e1a2 aufweisen (zur
Altersabhangigkeit siehe Publikation 7). Bei diesem Transkript liegt der
Chromosomenbruchpunkt in BCR Intron 1 und ABL Intron 1. Daneben gibt es aber
auch noch sogenannte ,atypische“ Transkripte, die durch Chromosomenbriche
aulRerhalb der genannten Regionen entstehen. Diese atypischen Transkripte sind
auch von theoretischem Interesse, da sich das klinische Krankheitsbild der
betroffenen Patienten zum Teil von den ,typischen® Fallen unterscheidet, was
Ruckschlusse auf die molekulare Pathogenese erlaubt. Ziel der vorliegenden Arbeit,
war es, die Pravalenz dieser atypischen Transkripte bei der ALL des
Erwachsenenalters zu ermitteln und aul3erdem die klinische Charakterisierung der
betroffenen Patienten. Die Gesamtpravalenz wurde auf annahernd 2% der BCR-
ABL-Positiven bestimmt. Patienten mit atypischen Transkripten zeigten klinisch ein
Ansprechen auf Imatinib-Therapie. Das haufigste gefundene atypische Transkript

war e1a3.
50



Publikation 7:
Burmeister T, Schwartz S, Bartram CR, Gokbuget N, Hoelzer D, Thiel E. Patient’s
age and BCR-ABL frequency in adult B-precursor ALL: a retrospective analysis from

the GMALL study group. Blood. 2008;112:918-919

EinfGhrung:

In diesem kurzen Beitrag (letter to the editor) wird auf einen interessanten Aspekt
von BCR-ABL bei der ALL eingegangen. Die Frequenz von BCR-ABL ist bei der ALL
im Kindesalter niedrig, nimmt aber mit steigendem Alter zu. Frihere Arbeiten gingen
einfach von einer stetigen Zunahme der relativen Inzidenz mit zunehmendem Alter
aus. Die vorliegende Analyse einer sehr groRen Zahl von erwachsenen ALL-
Patienten zeigt jedoch ein komplexeres Bild: die Zunahme ist nur etwa bis zum Alter
von 35 Jahren zu beobachten und danach bleibt die relative Haufigkeit
bemerkenswert konstant bei etwa 45% (bezogen auf die B-Vorlaufer-ALL). Im
gleichen Zeitraum andern sich auch die relativen Haufigkeiten der beobachteten
Transkripte mit relativer Zunahme der Transkripte vom M-bcr-Typ. Die allgemeine
Zunahme der Haufigkeit ist dabei jedoch nicht nur auf die Zunahme der M-bcr-
Transkripte zuruckzufuhren, da die Haufigkeit der m-bcr-Transkripte im

entsprechenden Zeitraum ebenfalls zunimmt.
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Publikation 8:
Burmeister T, Schwartz S, Hummel M, Hoelzer D, Thiel E. No genetic evidence for
involvement of Deltaretroviruses in adult patients with precursor and mature T-cell

neoplasms. Retrovirology 2007;4:11

EinfGhrung:

Retroviren sind im Tierreich atiologisch an der Entstehung einer Vielzahl von
Malignomen beteiligt. Beim Menschen ist bisher nur ein onkogenes Retrovirus
bekannt (HTLV-1, der Status von HTLV-2 ist nicht ganz klar). In der vorliegenden
Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob evtl. noch weitere bisher nicht entdeckte
Retroviren der Deltaretrovirus-Gattung bei menschlichen T-Zell-Malignomen zu
finden sind. Dazu wurden Sequenzvergleiche (alignments) aller publizierten
Deltaretrovirus-Isolate (humane T-Zell-lymphotrope Retroviren Typ 1 und 2, simiane
T-Zell-lymphotrope Retroviren Typ 1, 2, 3 und bovine Leukoseviren) durchgefuhrt.
Damit konnten Virusgenom-Abschnitte charakterisiert werden, die interspezies-
hochkonserviert sind und sich fur die Konstruktion einer pan-Deltaretrovirus-PCR
eignen. Diese pan-Deltaretrovirus-PCR wurde anhand von Zelllinien, die mit
Deltaretroviren infiziert waren, optimiert und es wurde eine groRere Zahl von
Patientenproben von Patienten mit T-Zell-Neoplasien (u. a. auch 50 T-Linien-ALLs
verschiedener Reifungsstufen) untersucht. Dabei ergab sich kein Nachweis von
Deltaretroviren, insbesondere auch kein Nachweis von HTLV-1 oder HTLV-2, was
eine Beteiligung von Deltaretroviren an der Pathogenese der entsprechenden

Krankheitsentitaten unwahrscheinlich macht.
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Abstract

Background: The Deltaretrovirus genus comprises viruses that infect humans (HTLV), various
simian species (STLV) and cattle (BLV). HTLV-I is the main causative agent in adult T-cell leukemia
in endemic areas and some of the simian T-cell lymphotropic viruses have been implicated in the
induction of malignant lymphomas in their hosts. BLV causes enzootic bovine leukosis in infected
cattle or sheep. During the past few years several new Deltaretrovirus isolates have been described
in various primate species. Two new HTLV-like viruses in humans have recently been identified and
provisionally termed HTLV-IIl and HTLV-IV. In order to identify a broad spectrum of
Deltaretroviruses by a single PCR approach we have established a novel consensus PCR based on
nucleotide sequence data obtained from 42 complete virus isolates (HTLV-I/-ll, STLV-I/-lI/-1ll, BLV).
The primer sequences were based on highly interspecies-conserved virus genome regions. We
used this PCR to detect Deltaretroviruses in samples from adult patients with a variety of rare T-
cell neoplasms in Germany.

Results: The sensitivity of the consensus PCR was at least between 10-2and 10-3 with 100%
specificity as demonstrated by serial dilutions of cell lines infected with either HTLV-I, HTLV-Il or
BLV. Fifty acute T-cell lymphoblastic leukemia (T-ALL) samples and 33 samples from patients with
various rare mature T-cell neoplasms (T-PLL, Sézary syndrome and other T-NHL) were
subsequently investigated. There were no cases with HTLV-l, HTLV-ll or any other
Deltaretroviruses.

Conclusion: The results rule out a significant involvement of HTLV-I or HTLV-Il in these disease
entities and show that other related Deltaretroviruses are not likely to be involved. The newly
established Deltaretrovirus PCR may be a useful tool for identifying new Deltaretroviruses.

Background (BLV) was the first Deltaretrovirus to be discovered in
Retroviruses are the main etiologic agents in a variety of 1969 by electron microscopy [2], but it was not until 1985
malignant diseases in animals [1]. Bovine leukemia virus  that the first complete nucleotide sequence of an isolate
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Table I: Accession number of the 42 virus isolates used in the nucleotide sequence alignments.

Virus EMBL/Genbank/DDB) accession number

HTLV-I

[EMBL:AY563954] (Brazilian isolate), [EMBL:AY563953] (Brazilian isolate), [GenBank:NC 001436], [EMBL:AF259264] (isolate WHP

from China), [EMBL:AF139170] (from an HTLV-l/Il seroindeterminate patient), [EMBL:/02029] (Japanese ATL isolate),
[EMBL:AF033817], [EMBL:L03561], [EMBL:D13784] (Caribbean isolate), [EMBL:L02534] (Melanesian isolate), [EMBL:U19949] (isolate
from an ATL patient), [EMBL:AF042071] (isolate from Germany), [EMBL:L36905] (from a patient with post-transfusion spastic

paraparesis)
HTLV-II

[GenBank:NC 001488], [EMBL:AF326584] (Brazilian isolate), [EMBL:AF326583] (Brazilian isolate, strain RP329), [EMBL:AF412314]

(with HIV coinfection), [EMBL:AF139382] (Brazilian isolate), [EMBL:AF074965] (isolate from a Guahibo Indian from Venezuela),
[EMBL:M10060], [EMBL:L11456] (Guyami Indian isolate), [EMBL:Y14365] (Congolese Bambute Efe Pygmy isolate), [EMBL:X89270]
(Italian isolate), [EMBL:L20734], [EMBL:Y13051] (African isolate, subtype b)

STLV-I

[GenBank:NC 000858] (from a naturally infected tantalus monkey from Central Africa), [EMBL:AY590142] (in Macaca arctoides),

[EMBL:Z46900] (from Celebes macaques), [EMBL:AF074966] (isolate Tan90 from Central African Republic)

STLV-II
STLV-III

[GenBank:NC 001815], [EMBL:Y14570] (STLV-PP from Pan paniscus), [EMBL:U90557] (from Pan paniscus)
[EMBL:AF517775] (from Papio hamadryas papio from Senegal), [GenBank:NC 003323] (from red-capped mangabeys (Cercocebus

torquatus) from Cameroon), [EMBL:AY217650] (from Theropithecus gelada), [EMBL:AY222339] (from a red-capped mangabey —
Cercocebus torquatus torquatus — from Nigeria), [EMBL:Y07616] (STLV-PH969 from a Hamadryas baboon)
BLV [GenBank:NC 001414], [EMBL:AF257515] (from a Holstein cow from Argentina), [EMBL:K02120] (Japanese isolate),

[EMBL:AF033818], [EMBL:D00647] (Australian isolate)

was reported [3]. Since the discovery of HTLV-I [4] and
HTLV-II [5] and their closely related simian counterparts
STLV-1 [6] and STLV-II [7] several Deltaretrovirus isolates
have been described in various non-human primate spe-
cies. In 1994, a third simian Deltaretrovirus, later desig-
nated as STLV-III, was identified in a Hamadryas Baboon
(Papio Hamadryas) [8-10]. Until recently no human coun-
terparts of STLV-III were known, but in 2005 two inde-
pendent research groups described human isolates that
showed high homology to STLV-III and were considered
to be HTLV-III isolates [11,12]. Moreover, a fourth Del-
taretrovirus was identified in a single human individual
from the Rain Forest in Cameroon. It did not show suffi-
cient homology to be classified as primate T-cell lympho-
tropic virus (PTLV) type I, II or III and was thus considered
to be a species representative of a hitherto unknown puta-
tive PTLV-1V virus group [12].

HTLV-I and STLV-I are etiologically linked to the induc-
tion of certain T-cell lymphomas/leukemias in their hosts
[13,14]. The oncogenic action of the virus is mediated by

Table 2: Patient and disease characteristics.

the viral tax and rex genes that act as transcription factors,
thereby promoting cell growth and malignant transforma-
tion However, the etiology of many human malignant T-
cell and T-/NK-cell disorders is still not well understood.
On the other hand a great deal of knowledge has been
gained in the last years on the molecular biology of Del-
taretroviruses, since a large number of new isolates have
been described. To investigate the possible involvement
of Deltaretroviruses in various human T-cell neoplasms,
we have constructed a novel Deltaretrovirus consensus
PCR based on nucleotide sequence alignments of all 42
complete Deltaretrovirus isolates published to date.
Highly conserved virus genome regions were identified
that allowed the construction of a generic PCR, capable of
detecting all known Deltaretroviruses.

Results

A total of 42 complete Deltaretrovirus isolates could be
retrieved from the EMBL/Genbank/DDBJ nucleotide
sequence database (Table 1). These included 13 HTLV-],
12 HTLV-II, 4 STLV-I, 3 STLV-II, 5 STLV-III, and 5 BLV iso-

59

Disease entity (N) N Median age (range) [years]
Precursor T-cell (50) Early T-cell lymphoblastic I
Cortical (thymic) T-cell 31 34 (17-63)
lymphoblastic
Mature T-cell lymphoblastic 8
Mature T-cell (31) T-prolymphocytic 16
Sézary syndrome and Mycosis 5
fungoides
Ki-1 large T-cell lymphoma 3 65 (48-83)
Intestinal T-cell lymphoma |
Other (unspecified) peripheral T- 6
NHL
NK cell disorders (2) LGL leukemia 2 29 and 78
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M10060 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTAAACCTGA GCGCCTCCAG GCC
NC_001488 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
AF412314  CAATTGGGGG CTCGTCCGGG...TTAAACCTGA GCGCCTCCAG GCC
AF139382 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
AF326584 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
AF326583 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
L20734 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTAARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
¥13051 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACTTGA GCGCCTCCAG GCC
L11456 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
X89270 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
AF074965 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACGTGA GCGCCTCCAG GCC
Y14365 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
¥14570 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTAAACCTGA GCGCCTCCAG GCC
NC001815 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
U90557 CAAGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA GCGCCTCCAG GCC
¥07616 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCGGA ACGCCTCCAG GCC
AY217650 CAGGTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTAARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AF517775 CAGGTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCGGA GCGCCTCCAG GCT
AY222339  CAGGTGGGGG CTCGTCCGEG...TTAAACCGGA GCGCCTCCAG GCC
NC_003323 CAGGTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCGGA GCGCCTCCAG GCC
L36905 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGGCTCCAG GCC
AF139170 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AF042071  CAGITGGGGG CTCGTCCGGG...TTAAACCAGA ACGCCTCCAG GCC
L03561 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTAAACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AF259264 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AY563953  CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG...TTAAACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AY563954 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
U19949 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
J02029 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
D13748 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTAAACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AF033817 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
NC_001436 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
AF074966 CAGGTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
NC_000858 CAGGTGGGGG CTCGTCCGGG. . .TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
L02534 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCAGA ACGCCTCCAG GCC
246900 CAGTTGGGGE CTCGTCCGGG. . . TTAAACCGGA ACGCCTCCAG GCC
AY590142 CAGTTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACCTGA ACGCCTCCAG GCC
AF033818 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACTAGA ACGCCTCCAG GCC
NC_001414 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACTAGA ACGCCTCCAG GCC
K02120 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTAARACTAGA ACGCCTCCAG GCC
D00647 CAATTGGGGG CTCGTCCGGG. ..TTARACTAGA ACGCCTCCAG GCC
AF257515  CAATTGGGGG CTCGTCCGGG...TTAAACTAGA ACGCCTCCAG GCC
consensus CARKTGGGGG CTCGTCCGGG. ..

AATTTGRHCT YGCGGAGGTC CGG
Figure |

PCR primer regions with consensus primers. The accession
numbers of the different isolates are given on the left. The
first region corresponds to the proline tRNA binding site;
the start of the pol ORF is underlined in the second region
(site of ribosomal frameshift).

lates. A common feature of the Deltaretrovirus genus is
the use of proline tRNA as a primer for the complemen-
tary minus-strand DNA synthesis. tRNA genes are highly
conserved between different species [15]. Alignment of
the collected sequences showed a very high degree of con-
servation of this functionally important region. Addition-
ally, a second highly conserved region was identified
approximately 1.8 kb 3' of the tRNA binding site (Fig. 1).
The pol ORF of HTLV-I/-1I/BLV is expressed by using two
ribosomal -1 frame shifts, and the second frame shift with
the transcription start site of the pol ORF lies within this
region [1]. The high degree of conservation of this region
is thus understandable. A phylogenetic tree constructed
from the aligned region illustrates the genetic relation-
ships (Fig. 2). No other genomic regions with a similarly
high degree of conservation were identified (see Addi-
tional File 1). Degenerate primers complementary to
these regions were constructed (Fig. 1). The degeneracy of
the primers was moderate (4-fold for (+) and 12-fold for
(-))- The PCR was tested using serial dilutions of Deltaret-
rovirus-infected cell line DNA in human leukocyte DNA
under various conditions (Fig. 3). Retrovirus-infected cell
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lines frequently harbor more than one copy of the virus,
although often some of these copies are defective. When
calculating PCR sensitivity this factor has to be taken into
account. The HTLV-I/HTLV-II/BLV copy number has been
determined in various cell lines which revealed copy num-
bers between 1 and 17 per cell [16-18]. We thus assumed
a sensitivity of 10-2 - 103 for our PCR. This sensitivity
appeared highly sufficient for our purpose. The PCR pro-
duced a faint 657 bp sideband when testing human DNA
or cell line DNA diluted in human DNA (Fig. 3). Cloning
and sequencing of the 657 bp product (EMBL nucleotide
sequence database Acc No [EMBL:AM422011]) and a suc-
cessive BLAST search revealed that it originated from
amplification of a sequence on chromosome 3 (Acc No
[EMBL:AC114481], Ncl 81342-80686) and 11 (Acc No
[EMBL:AP000785], Ncl 74948-75403) by primer delta-F.

It should be noted that the PCR sensitivity could be fur-
ther increased to 10-3 - 10-4 (while retaining specificity)
by lowering the annealing temperature to 60°C and
increasing the number of PCR cycles but at the expense of
a stronger 657 bp sideband.

A total of 83 samples were obtained from patients with
various rare mature T-cell (N = 31) and precursor T-cell
neoplasms (N = 50) and from 2 patients with NK-cell dis-
orders. All samples had been thoroughly characterized
immunologically and genetically and contained a high
percentage (>= 50%) of malignant cells (Table 2). All sam-
ples were fresh (i.e. unfixated) tumor material, and the
DNA quality was ensured by various control PCRs.

None of the investigated samples yielded a PCR product
indicative of the presence of a Deltaretrovirus. The parallel
investigation of positive controls led to the expected
results.

Discussion

While the etiological involvement of HTLV-I in endemic
adult T-cell leukemia/lymphoma is beyond dispute there
have been repeated controversies whether this virus might
also play a role in other T-cell neoplasms such as T-prol-
ymphocytic leukemia [19], Sézary syndrome or Mycosis
fungoides [20-22]. The situation is further complicated by
the fact that the classification of T-NHLs has been evolving
and changing over the years as new disease entities are rec-
ognized and refined diagnostic criteria are established
[23,24]. Thus the results of older studies may not always
be fully transferable to today's situation. Some investiga-
tors have also suggested that a truncated HTLV-I may play
a role in certain T-NHLs [19,25]. On the other hand
HTLV-II has not been convincingly linked to any specific
malignant T-cell disorder. The simian Deltaretroviruses
are implicated in lymphomatous diseases in various sim-
ian hosts (reviewed in [1]). The newly discovered HTLV-
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Figure 2

Phylogenetic tree based on the nucleotide sequence align-
ment of the amplified region. The recently described HTLV-
Il and HTLV-IV isolates are not included since no complete
isolates have been published yet. The tree is not intended to
set up a phylogeny but to illustrate the genetic relationships
between the isolates.

III and HTLV-1V isolates have not yet been fully character-
ized, and their distribution or possible involvement in
human disease is unknown.

A few previous investigations performed on precursor T-
cell neoplasms in Germany were mainly based on HTLV-1
serology [26] which may not be as reliable as nucleic acid-
based techniques [27]. Germany has a low HTLV-I sero-
prevalence, but virus isolates without linkage to endemic
areas have occasionally been reported [28].

The causes of most malignant T-cell disorders are only
partially understood. Numerous recurrent genetic aberra-
tions have been described [29] but a clear and detailed
model of disease development still does not exist. Onco-
genic viruses such as Epstein-Barr virus or HTLV-I are well
established causative factors in various human T-cell lym-
phomas and leukemias [29]. It appears possible that yet
undetected Deltaretroviruses may play a role in human T-
cell malignancies.

We developed a consensus PCR for detecting Deltaretrovi-
ruses based on highly conserved genomic sequences of all
published complete Deltaretrovirus isolates. Since this
PCR is based on highly interspecies conserved sequence
motifs it may also be capable of detecting related but hith-
erto unknown Deltaretroviruses. However, despite high
sensitivity and specificity of our PCR approach, no Del-
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taretrovirus-positive cases were found in our series of sam-
ples.

Conclusion

The results rule out a role of known Deltaretroviruses in
the disease entities under investigation here. The involve-
ment of a hitherto undetected Deltaretrovirus is not com-
pletely excluded but rendered more unlikely. Truncated
proviruses that have lost their 5'-region with the tRNA
binding site may also escape detection by our PCR system.
Despite these negative results, our newly established con-
sensus PCR may be a useful tool in the search for and
characterization of new Deltaretroviruses in primates and
other mammals.

Methods

Cell lines

The following cell lines were used: BL3.1 (infected with
BLV, a bovine lymphoma cell line, [30]), MJ [G11]
(infected with HTLV-I, derived from a human cutaneous
T-cell lymphoma, [31]) and Mo T (infected with HTLV-II,
derived from a patient with hairy cell leukemia, [32]). All
cell lines were obtained from the ATCC (Acc No CRL-
2306, TIB-8294, and TIB-8066, respectively). Cell culture
was done according to the recommendations of the sup-
plier. DNA isolated from the cell lines was used to prepare
serial dilution rows.

DNA isolation

DNA was isolated from sample material or cell lines using
the PureGene kit (Biozym Diagnostik, Hessisch Olden-
dorf/Germany) and dissolved in Tris/EDTA buffer at a
concentration of 60 ng/ul.

Preparation of cell line dilution series
Serial dilutions of cell line DNA in DNA from buffy coats
of blood donors were prepared as recently described [33].

Patient samples

All samples were obtained for diagnostic purposes, and
we retrospectively investigated archived material. The
patients had given their consent for scientific investiga-
tions. The T-precursor samples were obtained within the
German Multicenter Study Group for Adult Acute Lym-
phoblastic Leukemia (GMALL). Our study complied with
the Helsinki Declaration.

PCR method

The HotStarTaq kit (QIAGEN, Hilden/Germany) was used
with 200 ng sample DNA, 400 nM of each PCR primer
delta-F 5'-CARKTGGGGGCTCGTCCGGGAT-3' and delta-
R 5'-GGCCTGGAGGCGYTCHRGTTTAA-3', buffer condi-
tions and polymerase mix as recommended by the sup-
plier. The primers were optimized derivatives of those
previously published [34] and HPLC-purified. The follow-
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Figure 3

Deltaretrovirus PCR tested in serial dilutions of cell lines. Cell line DNA was diluted in genomic DNA from healthy individuals.
A: cell line Mo T (HTLV-ll-infected), B: cell line MJ (HTLV-l-infected), C: cell line BL3./ (BLV-infected). First and last lane in
every gel: $X174/Hae Ill size standard (QIAGEN, Hilden/Germany). No cell line harboring STLV-IIl, HTLV-IIl or HTLV-IV is
currently available. All cell lines yield a PCR product of approximately 1.8 kB. A small sideband at 657 bp is visible which could

serve as an internal control for DNA integrity.
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ing cycler program was used on a GeneAmp 2400 Cycler
(PerkinElmer): 94°C for 15 minutes, 40 cycles (94°C for
20 seconds, 62°C for 20 seconds, 72°C for 90 seconds),
4°C.

Nucleotide sequence alignments

All available complete nucleotide sequences from Del-
taretrovirus isolates were collected from the EMBL/Gen-
bank/DDBJ database (Table 1), converted into FASTA file
format, and aligned using the ClustalX software [35].

Phylogenetic analysis

The PHYLIP program package [36], version 3.65 for
MacOS X, with the program modules dnacomp and draw-
gram was used with the default parameters to construct a
phylogenetic tree from the aligned sequences.

Immunophenotyping
Immunophenotyping by FACS analysis was done essen-
tially by standard methods described elsewhere [37].
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HTLV human T-cell lymphotropic virus
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ALL acute lymphoblastic leukemia
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3. Diskussion und Zusammenfassung

Die eingangs betonte genetische Heterogenitat der ALL des Erwachsenenalters wird
an den dargestellten Publikationen deutlich. Die ALL vom Burkitt-Typ weist wie auch
das Burkitt-Lymphom haufig Aberrationen des MYC-Genlocus auf 8q24 auf [91].
MYC-lg-Translokationen sind allerdings weder 100% spezifisch fur das Burkitt-
Lymphom, noch kdnnen sie in allen Fallen von histopathologisch-immunologisch
verifizierten Burkitt-Lymphomen nachgewiesen werden [92]. Eine ganz analoges Bild
zeigt sich bei der Analyse der Burkitt-ALL (Publikation 1, [93]). Die haufigste
Translokation ist die ,typische” MYC-IgH-Fusion (1(8;14)(q24;932)), die mittels long
distance PCR nachgewiesen werden kann. Wie hier gezeigt ist diese diagnostische
Methode zwar aufwandig, aber sehr zuverlassig und sensitiv. Es lassen sich dadurch
auch molekulare Details erfassen. So wird u. a. deutlich, dass die Burkitt-ALL sowohl
Translokationen in die joining-Region als auch in die switch-Regionen aufweist. Die
ersteren sind dabei durch fehlerhafte VDJ-Rekombination entstanden, die letzteren
durch Fehler beim Isotypenwechsel (isotype switch). Die Feststellung der REAL- und
WHO-Klassifikation der hamatopoetischen Neoplasien, dass beim sporadischen
Burkitt-Lymphom nur Translokationen in die switch-Regionen stattfanden [94, 95], ist
nicht korrekt. Das zeigt sich beispielhaft auch an der Zelllinie BLUE-1, die aus einem
sporadischen Burkitt-Lymphom mit hohergradigem Knochenmarkbefall gewonnen
wurde (Publikation 2) [96].

Bei der B-Vorlaufer-ALL weisen etwa 45% der pra- und common-ALLs im
Erwachsenenalter eine BCR-ABL-Fusion auf, wahrend nur etwa 4% der pro-B-ALL-
Patienten BCR-ABL-positiv sind. Die Pravalenz bei padiatrischen ALL-Patienten ist
sehr viel geringer als bei erwachsenen Patienten. Die genauere Untersuchung der
Altersabhangigkeit zeigt einen Anstieg der relativen Haufigkeit bis etwa zum 35.

Lebensjahr. Danach bleibt die relative Haufigkeit bemerkenswert konstant bei ca.
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45% der B-Vorlaufer-ALLs (Publikation 7) [18]. Die relative Haufigkeit der major
breakpoint-Transkripte nimmt im gleichen Zeitraum Uberproportional zu. Die
Ursachen dieser Altersabhangigkeit sind bisher unbekannt. Neben den haufigen
minor und major breakpoint Transkripten finden sich auch eine Reihe atypischen
Transkripten, die durch Chromosomenbruche aul3erhalb der typischen Regionen in
ABL und BCR zustande kommen. Diese atypischen Transkripte sind auch von
theoretischem Interesse, da sich anhand des klinischen Phanotyps Ruckschlisse auf
die leukamogene Wirkung der verschiedenen BCR-ABL-Proteine, die sich in ihrem
BCR-Anteil unterscheiden, ziehen lassen. Fur die Erwachsenen-ALL wurde die
Pravalenz dieser Transkripte im Rahmen dieser Arbeit auf etwa 2% bestimmt
(Publikation 6) [19]. Dabei fand sich ganz uberwiegend das e1a3-Transkript.
Patienten mit atypischen Transkripten scheinen gut auf Imatinib-Behandlung
anzusprechen [19].

Zwei der hier vorgestellten Arbeiten beschaftigen sich mit der T-ALL. Zum einen
wurde ein neuartiges Fusionsgen bei der T-ALL untersucht (Publikation 4) [97].
Dieses Fusionsgen NUP214-ABL1 kommt durch Fusion der etwa 400 kB entfernt auf
dem langen Arm von Chromosom 9 (9q34) liegenden Gene ABL1 und NUP214
zustande [90]. NUPZ214 ist Bestandteil des Kernporen-Komplexes, und auch schon
vom DEK-CAN-Fusionsgen (Translokation t(6;9), CAN = NUP214) bei der akuten
myeloischen Leukamie bekannt [98]. ABL1 ist die bei der B-Vorlaufer-ALL an der
BCR-ABL-Fusion beteiligte Tyrosinkinase. Auliergewohnlich bei dieser Fusion ist die
Art und Weise wie sie zustande kommt: nicht durch eine interstitielle Deletion (alle
bekannten ABL71-Fusionsgene zeigen eine Konservierung des Aminoterminus von
ABL1, NUP214 liegt aber 3'warts von ABL1), sondern durch eine episomale Fusion.
Durch episomale Amplifikation und ungleiche Zellteilung kommt es zu einer

Amplifikation des Fusionsgens so dass die Episomen z. T. in hoher Kopienzahl in
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den Zellen vorliegen. NUP214-ABL1 ist auch von therapeutischen Interesse, da sich
die Tyrosinkinase-Aktivitdt mit Imatinib hemmen lasst [90]. Die NUP214-ABL1-
positive Zellinie ALL-SIL zeigte sich empfindlich gegenuber Imatinib-Behandlung
[90]. Allerdings haben NUP214-ABL 1-positive Zellen neben der Entwicklung von
somatischen Resistenz-verleihenden Mutationen noch eine andere Moglichkeit
resistent gegen spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren zu werden, namlich den Weg
der episomalen Uberamplifikation. Daher erscheint es fraglich, ob Tyrosinkinase-
Inhibitoren eine ahnliche Effektivitat entfalten konnten, wie bei BCR-ABL. Klinische
Untersuchungen hierzu gibt es, abgesehen von Einzelfallberichten [99] allerdings
bisher nicht. Die transformierende Aktivitat von NUP214-ABL 1 ist deutlich schwacher
als die von BCR-ABL, hangt vom Kontext der Kernporen ab [100] und T-ALL-
Patienten mit oder ohne NUP214-ABL 1-Fusionsgen haben keine wesentlich
unterschiedliche Prognose [97].

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass sich bei einem Subset von T-ALL-Patienten
eine aberrante Expression der beiden orphan HOX-Gene HOX11 und HOX11L2
findet. Diese Gene wurden erstmals im Kontext der Translokationen t(5q35) und
t(10q24) bei der T-ALL entdeckt [101, 102]. Ganz Uberwiegend finden sich diese
Veranderungen bei der thymischen T-ALL, einem immunologischen Subtyp, der mit
einer gunstigen Prognose assoziiert ist (Publikation 5, [61]). Die hier vorgestellte
Analyse einer grof3en Zahl von T-ALL-Patienten zeigt, dass die aberrante Expression
von HOX11L2 mit einem signifikant ungunstigeren Gesamtiberleben und einer
ungunstigeren Remissionsdauer assoziiert ist.

Die Frage, ob Viren eine Rolle bei der Entstehung der ALL spielen konnten, liegt
mittlerweile etwas abseits des wissenschaftlichen mainstream Interesses. In Japan
und anderen HTLV-1-Endemiegebieten wird bekanntermalen ein Grolteil der T-Zell-

Leukamien durch das Retrovirus HTLV-1, das den Deltaretroviren zugerechnet wird,
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verursacht [103, 104]. In den letzten Jahren sind eine ganze Reihe von neuen
Deltaretroviren bei Affen im tropischen Regenwald entdeckt worden. Besonders
interessante Ergebnisse lieferte eine Untersuchung aus dem Jahr 2005 bei
Buschwildjagern in Kamerun [105], bei denen Virus-Sequenzen gefunden wurden,
die offensichtlich zwei neuen Deltaretroviren, HTLV-3 und HTLV-4, zuzurechnen
waren [106]. Mittlerweile ist die Charakterisierung eines ersten HTLV-3-Isolates
gegliickt [107]. Uber die Verbreitung dieser Viren in menschlichen Populationen oder
deren mogliche Beteiligung an menschlichen Erkrankungen ist bisher so gut wie
nichts bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein pan-Deltaretrovirus-
Nachweissystem konstruiert und auf eine gro3ere Zahl von Patientenproben mit T-
Zell-Neoplasien angewandt (Publikation 8, [108]). Dabei ergab sich kein Nachweis
von Deltaretroviren, was eine Beteiligung von HTLV-1,-2,-3,-4, oder verwandter

Deltaretroviren an der Pathogenese sehr unwahrscheinlich macht.
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