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1 EINLEITUNG

1.1 Charakterisierung der Akuten Lymphoblastischen Leukamie im Kindes-
und Jugendalter

1.1.1 Definition und Epidemiologie

.Bei der akuten lymphoblastischen Leukamie (ALL) handelt es sich um eine Gruppe von
malignen Erkrankungen des lymphatischen Systems, die sich im Knochenmark, im peripheren
lymphatischen Gewebe und auch in allen anderen Geweben manifestieren kénnen.“ [1]
Hierbei vermehren sich ungehemmt genetisch abnorme hamatopoetische Vorlauferzellen und
verdrangen auf diese Weise die physiologische Blutbildung und flihren zu einer funktionellen
Knochenmarkinsuffizienz. [2] Bei der ALL handelt es sich mit einem Anteil von 80% um die
haufigste Form der Leukadmie im Kindes- und Jugendalter. Laut Angaben des deutschen
Kinderkrebsregisters (Mainz) erkranken circa 450 Kinder und Jugendliche unter 15 Jahren
jahrlich neu an einer ALL. [3] Der Altersgipfel der Erkrankung wird zwischen dem 1. bis 5.
Lebensjahr angegeben, jedoch ist die Diagnose ALL in jeder Altersgruppe maéglich. Jungen
erkranken im Schnitt etwa 1,3- bis 1,5mal haufiger als Madchen. [1] Unbehandelt verlauft die

ALL innerhalb von Wochen bis wenigen Monaten tédlich. [2]

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie der ALL ist weitgehend ungeklart. Allerdings kdnnen einige Faktoren mit einer
erhdhten Inzidenz in Verbindung gebracht werden. Am wahrscheinlichsten ist, dass ein
Zusammenspiel von genetischen und Umweltfaktoren der Entstehung der meisten ALL-Félle
zugrunde liegt.

Angeborene genetische Syndrome kdénnen mit etwa 5% aller akuten Leukamien (lymphatische
und myeloische) in Verbindung gebracht werden. Ein bekanntes Beispiel flr eine angeborene
Pradisposition ist die Trisomie 21. Bei Kindern mit Down-Syndrom ist die Inzidenz der
Leukdmie um das 10- bis 20-fache erhoht. Auch das Klinefelter-Syndrom und hereditare
Syndrome, die mit einer exzessiven chromosomalen Briichigkeit einhergehen, wie die
Fanconi-Anamie, das Bloom-Syndrom und Ataxia teleangiectasia, sind mit einem erhéhten

Erkrankungsrisiko fur ALL assoziiert. [4]
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Eine chronische Strahlenexposition sowie eine Exposition gegenliiber myelotoxischen

Substanzen, wie dem Umweltgift Benzol oder Zytostatika aus der Gruppe der Alkylantien und
Topoisomerase-ll-Inhibitoren sind mit einem erhéhten Aufkommen von ALL-Fallen verknlpft.
[4,5] Demgegenuber werden Stillen des Kindes sowie Erkrankungen an Neurodermitis und

Heuschnupfen als protektive Faktoren fur die Genese einer ALL diskutiert. [6,7]

1.1.3 Klinische Symptome und Diagnostik

In zwei Drittel der Falle entwickeln sich die Symptome innerhalb von vier Wochen. Am Anfang
stehen unspezifische Anzeichen, welche an einen Virusinfekt erinnern: Blasse,
Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit und wechselnde Schmerzzustande, besonders in den Beinen.
Im Verlauf fihrt die zunehmende Knochenmarkinsuffizienz zu Anamie, Blutungen infolge der
Thrombozytopenie und Infektneigung durch Leukopenie. Eine mehr oder minder ausgepragte
Hepatosplenomegalie findet sich bei zwei Drittel der Kinder. Werden die Hirnhaute befallen
(Meningeosis leukaemica), kommt es zu Kopfschmerzen, Erbrechen und zu oft irreversiblen

Lahmungen peripherer Hirnnerven, meist des siebten Hirnnervs (Nervus facialis).

Tab. 1: Symptome und Laborparameter bei akuten Leukdmien [1]

Symptome/ Laborwerte Haufigkeit (% der Patienten)

Fieber 61
Blutungen (Haut- und Schleimhaut) 48
Knochenschmerzen 23
Splenomegalie/ Hepatomegalie 63/ 68
Lymphknotenvergréfierung 50
Leukozytenzahl [/ul Blut]

>50.000 17

<10.000 399
Hamoglobin [g/dI]

>11,0 12

<7,0 43
Thrombozyten [/ul Blut]

> 100.000 25

<20.000 28

Fir die Diagnose der ALL beweisend ist eine Knochenmarkpunktion, welche bei Kindern meist
am hinteren Beckenkamm durchgeflhrt wird. Hierbei findet sich eine weitgehend erloschene
physiologische Hdmatopoese bei einer ber 80%igen Metaplasie mit Leukamiezellen. Unbedingt

notwendig ist auch eine Lumbalpunktion, um eine Beteiligung des ZNS zu untersuchen. [2]
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1.1.4 Klassifikation der ALL

ALL-Zellen werden histologisch klassifiziert auf Basis ihrer Erscheinung unter dem
Lichtmikroskop. Die FAB-Klassifikation (French-American-British) beschreibt drei Kategorien
von Lymphozyten. Kriterien hierfur sind ZellgréRe, Zellkern-Plasma Relation, Prominenz der

Nukleoli, Starke von zytoplasmatischer Basophilie und Vakuolen-Anteil. [4]

Tab. 2: Morphologische Klassifikation der ALL nach FAB [2,4]

L1 Kleine, monomorphe Zellen; Haufigster Subtyp
L2 Grolde, heterogene Zellen; grolRe Blasten, pleomorph, multiple Nukleoli
L3 Burkitt-like Zelltyp; groRe, homogene Blasten; weites, basophiles

Zytoplasma mit Vakuolen

Von der WHO (World Health Organization) wurde festgelegt, dass ein Knochenmarkbefall von
225% suffizient ist fur die Diagnose ALL und es wurden neue Leitlinien eingefuhrt, wobei man
die Unterscheidung von L1 und L2 Morphologie aufgrund von mangelnder klinischer Relevanz
verlassen hat. Der L3-Typ bezeichnet eine ,reife“ B-Zellneoplasie und Bedarf als sogenannte
Leukamie vom Burkitt-Typ einer vollig anderen Behandlung. [2]

Die grofte Bedeutung fur Diagnosesicherung und Klassifikation hat die
Immunphanotypisierung. Solche Analysen beinhalten die Nutzung von spezifischen
monoklonalen Antikérpern fir das Erkennen von verschiedenen Oberflachen- und
intrazellularen Antigenen. [8,9] Mit Hilfe von Durchflusszytometrie oder Immunhistochemie
wird eine Unterscheidung zwischen Zelllinien (myeloisch versus lymphoid und B-Zell- versus
T-Zelllinie) sowie eine Auskunft Uber die Zellreife ermdglicht. [4,8] Die Proben der vorliegenden
Arbeit stammen von Patienten mit BCP-ALL (B-Vorlauferzell-ALL), der haufigsten
Leukamieform im Kindesalter. [10] In bis zu 85% aller Leukamie-Falle sind chromosomale
Aberrationen vorhanden und erbringen wichtige prognostisch relevante Informationen fir die
Therapieplanung. [11] Diese Neuanordnungen der Chromosomen, welche sowohl in
struktureller als auch in numerischer Ebene vorhanden sein kdnnen, werden detektiert mit
konventioneller Karyotypisierung, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und mit
molekularbiologischen Verfahren wie der Polymerasekettenreaktion. [12]

Die WHO aktualisiert regelmaRig ihre Nomenklatur zur ALL, in welcher morphologische,
immunologische und genetische Eigenschaften zu einer einheitlichen Klassifikation
zusammengefasst werden. In der Uberarbeiteten Version von 2017 werden besonders die
bekannten Genrearrangements und Ploidien und die daraus folgende prognostische Relevanz
bertcksichtigt. [13]
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1.2 Therapie der ALL

1.2.1 Behandlung nach dem AIEOP-BFM ALL 2009-Studienprotokoll

Die Grundlage der Therapie bei kindlicher ALL bildet eine risikoadaptierte Polychemotherapie.
In Deutschland findet diese Behandlung in Form von  multizentrischen
Therapieoptimierungsstudien statt, in 90% der Falle im Rahmen der AIEOP-BFM ALL-Studie
unter Leitung von Professor M. Schrappe. [14] Aktuell lauft die Studie AIEOP-BFM ALL 2017.
Im Folgenden wird jedoch auf die Vorgangerstudie eingegangen, da das Patientenkollektiv in
dieser Arbeit nach dem Konzept des AIEOP-BFM ALL 2009-Protokolls behandelt wurde.
Elemente der Chemotherapie sind Induktionstherapie, Konsolidierung,
Extrakompartmenttherapie, Reintensivierung und Erhaltungstherapie. [15]

Zunachst wird die Therapie durch eine ,zytoreduktive Vorphase® eingeleitet. Diese besteht aus
einer ca. einwdchigen Behandlung mit Prednison und einer einmaligen intrathekalen Gabe von
Methotrexat (MTX). Fir die Remissionsinduktion der ALL im Kindesalter werden meist vier
Substanzen verwendet: Prednison, L-Asparaginase, Daunorubicin und Vincristin. Durch diese
hochdosierte Chemotherapie (Protokoll 1A) soll eine komplette Remission erreicht werden,
also eine Elimination von Blasten (<5%) im Knochenmark. An Tag 33 (=TP1) folgt eine obligate
Remissionskontrolle im Knochenmark. [16—18] Die darauffolgende Konsolidierungsphase
(Protokoll IB) dient der Aufrechterhaltung der Remission. Hierflir werden 6-Mercaptopurin
(MP), Cytarabin und Cyclophosphamid eingesetzt. [15] Es schlieBt sich die
Extrakompartmenttherapie an, um Organmanifestationen, wie vor allem Hoden und ZNS, zu
erreichen. Die Therapie-Intensitat richtet sich dabei nach der Risikogruppe des einzelnen
Patienten. Bei Standard- und intermediarem Risiko erhalten die Patienten Uber etwa zwei
Monate eine gemafigte Chemotherapie (Protokoll M). Bei hohem Risiko ist diese Therapie
intensiver und dauert circa drei Monate. [17] Besonders Hochdosis-Methotrexat hat sich fir
die Behandlung des ZNS als wirksam erwiesen. [18,19] Nach mehrwochigem Abstand wird
die Induktionstherapie in ahnlicher Form wiederholt (Protokoll II und IIl). Dies dient der
endgultigen Zerstorung aller Leukamiezellen und minimiert das Risiko eines
Krankheitsriickfalls. Bei manchen Patienten muss eine prophylaktische Schadelbestrahlung
erfolgen, was vom Immunphanotyp der ALL und der Risikogruppe abhangig gemacht wird.
Den letzten Abschnitt der Behandlung bildet die Erhaltungstherapie in Form einer milderen
oral verabreichten Chemotherapie (i.d.R. MTX und MP). Diese wird dann meist so lange
verabreicht, bis eine Gesamt-Therapiedauer von zwei Jahren erreicht ist. Bei schlechtem
Therapieansprechen und unginstiger Prognose kann eine allogene Stammzelltransplantation
durchgeflihrt werden. [15]
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Dank der stetigen Forschung und Integration neuer Erkenntnisse in die aktuellen
Therapieprotokolle kann bei Uber 80% der ALL-Patienten eine langfristige Heilung erreicht
werden. [19,20] Die Intensitat der Therapie richtet sich nach den individuellen Risikoprofilen
der Patienten. Hierbei werden die Patienten zu Beginn der Therapie in drei verschiedene
Risikogruppen eingeteilt: Standard- (SR), Mittleres (MR, IR) und Hohes Risiko (HR). Kriterien
fur diese Einteilung sind Immunphanotyp, Therapieansprechen sowie zyto- und
molekulargenetische Marker. [14] Parameter fir das morphologische Therapieansprechen
sind die Anzahl an leukdmischen Blasten im Blut nach Beginn der Prednison-Vorphase an
Tag 8 (=Prednisone Response, PR) und im Knochenmark an Tag 33; [16,21,22] Ebenso die
minimale Resterkrankung (Minimal Residual Disease, MRD) im Knochenmark, welche tber
zwei verschiedene Analysemethoden bestimmt wird: An Tag 15 der Induktionsbehandlung
erfolgt die durchflusszytometrische Bestimmung (FCM-MRD). Ergebnisse der FCM-MRD
werden fir die Einteilung in die HR-Gruppe verwendet. Zum anderen wird die MRD am Ende
der Induktion an Tag 33 (=Zeitpunkt TP1) und nach 12 Wochen (=Zeitpunkt TP2)
molekulargenetisch bestimmt Uber die Quantifizierung von leukamiespezischen T-
Zellrezeptor- und Immunglobulin (Ig)- Genrearragements (PCR-MRD). [23,24]
Nach dem AIEOP-BFM ALL 2009-Protokoll werden Patienten mit BCP-ALL in die
Hochrisikogruppe (HR) eingeteilt, wenn sie eines oder mehrere der folgenden Kriterien
erfullen:
- Nachweis von mindestens 1000 Blasten pro pl Blut nach der zytoreduktiven Vorphase
(Prednisone Poor Response, PPR)
- Keine komplette Remission an Tag 33 (TP1) nach der Induktionstherapie
- Positivitat fur MLL-AF4 (neue Bezeichnung: KMT2A-AFF1) bzw. Translokation t(4;11)
oder Hypodiploidie (<45 Chromosomen)
- MRD basierte Kriterien:
e PCR-MRD-HR (2102zu Woche 12)
e PCR-MRD-MR SER (2102am Tag 33 und MRD-positiv bei einem Level <107 zu
Woche 12)
e FCM-MRD am Tag 15 im Knochenmark ist = 10%
Patienten der Standard-Risikogruppe (SR) sind negativ fiir die HR-Kriterien und negativ flr
PCR-MRD an Tag 33 und Woche 12. In die MR-Gruppe werden alle Patienten eingeteilt, die
weder SR- noch HR-Kriterien erfillen (siehe Abbildung 1).
Obwohl in der Therapie der kindlichen ALL groRRe Fortschritte gemacht werden, erleiden nach
wie vor 10-20% der Kinder einen Ruckfall und bedurfen dann einer intensivierten
Folgetherapie. [25,26]
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Abb. 1: AIEOP-BFM ALL 2009-Studie: Flussdiagramm zur Einordnung der Patienten in die

Finalen Risikogruppen [27]

Erlauterungen:

PCR-MRD: HR: MRD 210 an TP2; MR: MRD positiv an TP1 u./o. TP2 und MRD-Last <10 an TP2; MR SER
(Slow Early Responders): MRD 210 3an TP1 und MRD <10-3an TP2 - Behandlung erfolgt nach dem HR-Protokoll;

SR: keine MRD-Last an TP1 und TP2
*Vorlaufer-B-Zell-ALL oder unbekannter Phanotyp
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Die héchste Wahrscheinlichkeit flr ein Rezidiv haben Patienten der HR-Gruppe. Doch auffallig
ist, dass ungefahr 50% der Patienten, die einen erneuten Leukd&mieschub erleiden,
urspringlich der MR/IR-Gruppe zugeteilt wurden. [28,29]

Die groRe und zum Teil noch nicht bekannte Heterogenitat der ALL ist hier sicherlich die
entscheidende Ursache. Es besteht also weiterhin die medizinische Notwendigkeit, neue
prognosebestimmende genetische Marker zu identifizieren, um eine bessere personalisierte

Therapie zu ermdglichen. [30] Dies ist auch die Basismotivation dieses Promotionsprojektes.

1.2.2 Risikorelevante zytogenetische und molekulargenetische Marker und ,B-Others*

Wie dem AIEOP-BFM ALL-Protokoll zu entnehmen ist, sind zytogenetische und
molekulargenetische Charakteristika der Leukamiezellen sehr relevant fir die
Risikostratifizierung.

Die Translokation t(12;21), welche die Fusion ETV6-RUNX1 bildet, ist ebenso wie
Hyperdiploidie assoziiert mit einer gliinstigen Prognose. Mit einem Anteil von jeweils etwa 25%
sind dies die haufigsten Veranderungen bei kindlicher ALL. [31-34] Ebenso zeigen Patienten
mit der Fusion E2A-PBX1, resultierend aus der Translokation t(1;19), sehr gute Therapie-
Langzeitergebnisse, obwohl die Inzidenz von ZNS-Rezidiven in dieser Kohorte erhdht ist. [35]
Dem gegenuber steht t(4;11), woraus sich KMT2A-AFF1 ableitet (Bezeichnung im AIEOP-
BFM 2009-Protokoll noch MLL-AF4). Diese Aberration geht mit einer schlechten Prognose
einher, sodass Patienten mit dieser Veranderung in die HR-Gruppe des AIEOP-BFM ALL-
Therapieplans eingeordnet werden. [27,36-39] Da in mehreren Studien die ebenfalls
unguinstige Prognose von Hypodiploidie (<45 Chromosomen oder DNA-Index <0,8) gezeigt
werden konnte, wurde in die 2009er Studie auch dieses Merkmal als Kriterium fir die
Einteilung in die HR-Gruppe eingefiihrt. [40,41] BCR-ABL1 positive Patienten, welche einen
Anteil von etwa 3-5% kindlicher BCP-Leukdmien ausmachen, werden seit 2004 nicht mehr
nach dem AIEOP-BFM ALL-Protokoll behandelt. [42,43] Sie werden stattdessen in die EsPh-
ALL Studie eingeschlossen. [27,44] Durch die Einflihrung der Behandlung mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren erreichen bis zu 70% dieser Patienten ein EFS von 5 Jahren, obwohl die Prognose
dieser Patienten urspriinglich als sehr schlecht einzuschatzen war. [45]

In ungefahr 30-40% der Falle lassen sich keine dieser bekannten prognosebestimmenden
Marker nachweisen und die zugrunde liegenden Driver-Mutationen sind dann teilweise nicht
bekannt. Diese Gruppe wird nachfolgend als ,B-Others” bezeichnet. Die Suche nach den
pathogenetischen Veranderungen in dieser Kohorte kénnte zum Verstandnis der Genese der
Leukamie beitragen und neue Ansatzpunkte fur eine bessere personalisierte Therapie liefern.
Vor Kurzem konnte eine neue Subgruppe von kindlichen BCP-ALL Fallen unter den ,B-Others"
identifiziert werden: die ALL mit dem Nachweis des IGH-DUX4 Rearrangements. [46]
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1.3 Vorstellung des Rearrangements IGH-DUX4

Mit Hilfe der Nutzung von genomweiter RNA-Sequenzierung und
Genexpressionsprofilerstellung konnten DUX4 Fusionen als eine neue Gruppe von BCP-
Leukdmien bei Kindern ausgemacht werden. [46]

In den allermeisten Fallen entstehen diese Fusionen durch die Insertion von Wildtyp (WT)-
DUX4 in die Enhancer-Region von IGH (Immunglobulin heavy chain region) auf Chromosom
14. [47] DUX4 befindet sich innerhalb des D4Z4 Lokus im Bereich der subtelomerischen
Region des langen Arms von Chromosom 4. Ahnliche D4Z4 Repeats liegen auch auf
Chromosom 10q. [48] DUX4 codiert ein Protein mit einer double homebox Domane (double
homebox protein 4). [46] Das Gen wird physiologischer Weise nur in Keimzellen exprimiert
und ist in somatischem Gewebe durch epigenetische Prozesse unterdrickt. [49,50] Der
Verlust dieser Repression fihrt zur Entstehung der faszioscapulohumeralen
Muskeldystrophie. [51-53]

IGH-DUX4 Translokationen stellen ein friihes Event in der Leukdmogenese dieses B-Zell ALL
Subtyps dar. [54] In Abbildung 2 ist die Translokation von DUX4 in den IGH-Bereich
schematisch dargestellt, wie sie bei Patienten in der Yasuda et al. Studie von 2015 identifiziert
wurde. Bei Patient JALSG-001 befand sich DUX4 zwischen den Regionen von IGHM
Enhancer und IGHJ4. Bei den leukamischen Blasten des zweiten Patienten (JALSG-002)
enthielt das Genom zwei Kopien von D4Z4 zusammen mit einem Fragment von
mitochondrialer DNA (Chr. M). [48] In den meisten Fallen wird bei der Translokation das
3’Ende von WT-DUX4 durch ein Fragment von /GH oder einem anderen Gen ersetzt, wodurch

ein out-of-frame Protein entsteht. [47]

D4Z4 repeats ‘ e

DUX4 locus ST

DUx4 IGHJ IGHD IGHV

IGHM — A e

1GH tocus {__ e o e o e
Enhancer

IGHM IGHJ4 IGHD IGHV

56001 e el

IGHM IGHJ6 IGHV3-15

JALSG-002 D—Fﬂ;@ﬂ-ﬂ—

Chr.M

Abb. 2: Schematische Darstellung des IGH-DUX4 Rearrangements [48]
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Obwohl das WT-DUX4 Protein proapoptotisch wirkt, konnte gezeigt werden, dass eine /IGH-
DUX4 Fusion die zellulare Transformation von NIH3T3 Fibroblasten fordert. In der Yasuda et
al. Studie wurde das Leukdmie ausldsende Potenzial des IGH-DUX4 Rearrangements
untersucht: Das Einschleusen von IGH-DUX4 in unreife B-Zellen von Mausen fuhrte zu einer
defekten Differenzierung der B-Zellen und leukamischer Umwandlung. [48] Doch nach wie vor
ist unklar, auf welche Weise DUX4 Fusionen zu leukamischen Entwicklungen beitragen. [55]
Dong et al. beobachteten, dass die Translokation von DUX4 in den IGH-Lokus zur
Uberexpression bestimmter Zielgene von DUX4, wie zum Beispiel STAP1, ERGa: oder
PCDH17, fihrt. [56] Zhang et al. und Liu et al. konnten in ihren Studien zeigen, dass DUX4
Fusionen uberzufallig haufig zusammen mit Deletionen von ERG (ETS transcription factor
gene) auftreten, sodass geschlussfolgert wurde, dass IGH-DUX4 Fusionen das
vorausgehende Event fur ERG-Deletionen sein kénnten. Aber auch die Rolle von ERG in der
Entstehung der ALL ist noch unbekannt. Ebenfalls auffallig war das gemeinsame Auftreten
von IGH-DUX4/ERG-ALL zusammen mit /IKZF1-Deletionen. Veranderungen von IKZF1 sind
assoziiert mit einer schlechten Prognose bei kindlicher ALL. Doch beim zeitgleichen
Vorhandensein einer ERG-Deletion konnte eine Assoziation mit der HR-Gruppe nicht mehr
gefunden werden. [57-59]

In der Lilljebjorn et al. 2016 Studie wurde IGH-DUX4 erstmals hinsichtlich klinischer Kriterien
und Prognose-Relevanz an 195 BCP-ALL Patienten untersucht, welche nach den Protokollen
der Nordic Society of Pediatric Haematology and Oncology (NOPHO) von 1992, 2000 und
2008 behandelt wurden.
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1.4 Fragestellungen dieser Promotionsarbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, an die Lilliebjorn et al. 2016 Studie anzuknupfen. Dabei
sollen Inzidenz und prognostische Relevanz des IGH-DUX4 Rearrangements an einem
gréRReren Patientenkollektiv der AIEOP-BFM ALL 2009-Studie mit Hilfe der Nutzung einer neu

entwickelten Methode untersucht werden.

Hierbei sollen die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Ist die Methode valide und anwendbar in der klinischen Praxis?

2. Gibt es Unterschiede zwischen IGH-DUX4 positiven und negativen Patienten
hinsichtlich klinischer Merkmale?

3. Lasst sich ein Zusammenhang finden zwischen Positivitat fir das Rearrangement und
Therapieansprechen?

4. Hat das Vorhandensein von IGH-DUX4 Fusionen Auswirkungen auf die Prognose der

Patienten?

10
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Arbeitsmaterialien

Tab. 3: Verwendete Materialien und Geréte

Bezeichnung

Name (Hersteller)

50, 15 ml Réhrchen
Glaspipette

Pipetten
Pipettenspitzen
Zentrifuge
Mikroreaktionsgefalie
1000 pl, 500 pl
Neubauer-Zahlkammer

Spectrophotometer

Vortexer
8er-Streifen
12er-Streifen
Mikrozentrifuge
96-well-PCR-Platte

Thermo-Cycler

(Eppendorf)

(Sarstedt)

(Eppendorf)

Biosphere Filter Tips (Sarstedt)
Centrifuge 5415 D (Eppendorf)
(Sarstedt)

(Marienfeld)

Nano-Drop ND 1000

(Thermo Fischer Scientific)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
(Sarstedt)

QX 0,2 ml 12-Tube Strings (QIAGEN)
Galaxy Mini (VWR)

(Sarstedt)

Mastercycler (Eppendorf)

Primus 96 plus (MWG-BIOTECH)

QIAXCEL DNA High Resolution Kit (QIAGEN)
QUlaxcel Advanced Instrument (QIAGEN)
Elektrophorese Kammer Whalman (Biometra)

Elektrophorese: Strom-Versorgung Electrophoresis Power Supply- EPS 601
(amersham pharmacia biotech)
GenUP™ PCR/Gel Cleanup Kit (biotechrabbit)

Thermomixer Thermomixer comfort (Eppendorf)
Barcodes fir Sequenzierung LIGHTRUN (eurofinsGenomics)
Kihlschrank (Liebherr)

Gefrierschrank (-20°C) (Liebherr)

11
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Tab. 4: Verwendete Reagenzien
Bezeichnung

Name (Hersteller)

PBS (Phospate Buffer Saline)

Ficoll-Lésung

Tarks-Lésung

QlAamp DNA Blood Midi Kit
TE-Puffer

Primer:

IGH 327_F

IGH Jgenomic_F

DUX4 fw_R

DUX4 rev_R

QIAGEN Long Range PCR Kit
Q5 High-Fidelity DNA polymerase
Kit

dNTPs

QIAXCEL DNA High Resolution
Kit

PCR-ProduktgréRen-Marker

PCR-GroRenabgleich-Marker

Farbemittel fur Elektrophorese

GenUP™ PCR/Gel Cleanup Kit

(Merck)

Biocoll Separating Solution
(Biochrom AG)

(Merck)
(QIAGEN)
(Sigma Aldrich)

(invitrogen by Thermo Fisher

Scientific)

(QIAGEN)
(New England BioLabs®ic.)

(Fermentas)
(QIAGEN)

QX Size Marker 250bp-8kb
(QIAGEN)

QX Alignment Marker 15bp/ 10 kb
(QIAGEN)

Gel Loading Dye Purple (New
England BioLabs®inc.)
(biotechrabbit)

12
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2.2 Patienten

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an kryokonservierten Blut- und
Knochenmarkproben durchgefiihrt. Das Material stammte von an ALL erkrankten Kindern im
Alter von 1-18 Jahren, welche nach dem Protokoll der AIEOP-BFM ALL 2009-Studie behandelt
wurden (siehe Kapitel 1.2.1). Im Zeitraum von Juni 2010 bis Dezember 2014 erhielten die
Patienten die Erstdiagnose. Die Proben wurden mit Zustimmung der Patienten bzw. deren
gesetzlichen Vertretern entnommen und die Begleitforschung durch die zustandige
Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universitat Kiel bewilligt. Alle Patienten wurden auf
die prognoserelevanten zytogenetischen Marker ETV6-RUNX1 und KMT2A-AFF1 getestet
und der DNA-Index wurde bestimmt. Die Risikostratifizierung erfolgte nach dem
Flussdiagramm, wie es in Kapitel 1.2.1 dargestellt ist.
Um IGH-DUX4 als einen mdglichen unabhangigen prognostisch relevanten Marker zu
untersuchen, wurde das Kollektiv flr dieses Projekt aus Patienten zusammengestellt, welche
negativ fir die folgenden biologischen Marker getestet wurden (= ,B-Others®):

-  ETV6-RUNX1

- KMT2A-AFF1

- E2A-PBX1

- Hyper- und Hypodiploidie
Auch eine Positivitat fir BCR-ABL1 stellt ein Ausschlusskriterium fir die Zuordnung zum ,,B-
Others* Kollektiv dar. Jedoch werden BCR-ABL1 positive Patienten nicht nach dem Protokoll
der AIEOP-BFM ALL 2009-Studie behandelt und wurden damit sowieso aus dem untersuchten
Kollektiv ausgeschlossen. Die Zusammenstellung des Kollektivs ist im Flussdiagramm in
Abbildung 3 dargestellt.

2.3 Aufbereitung der klinischen Proben

2.3.1 Isolierung mononuklearer Zellen

Mit Hilfe der Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation kénnen mononukleare Zellen
(MNC) aus dem antikoagulierten Vollblut von den restlichen Blutbestandteilen fraktioniert
werden. Das Blut bzw. das Knochenmark wurde hierflr mit PBS-Puffer (Phosphate buffered
saline) ausgewaschen, verdinnt und nachfolgend auf ein Roéhrchen mit Ficoll-Lésung

pipettiert, wobei sich die beiden Phasen nicht vermischen durften.

13
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p
VVon 01.06.2010 bis 31.12.2014 wurden
1638 Patienten in AIEOP-BFM ALL 2009
Studie eingeschlossen

h
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[ 1 bilinar

"| 2 keine Diagnose méglich
v 1 keine Angabe

1391 Patienten mit B-Vorldufer-Zell ALL

248 kein DNA-Index vorhanden
308 Hyperdiploide (DNA-Index
21,16)

63 Hypodiploide/ keine

v Angaben

772 Patienten mit B-Vorlaufer-Zell ALL

\4

8 KMT2A/AFF1 pos.
248 ETV6/RUNX1 pos.
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\4

A 4

478 ,B-Others"

14 keine Einwilligung far
Begleitforschung
68 Material nicht ausreichend

\ 4

A\ 4

396 ,B-Others”

Abb. 3: Erstellung des ,,B-Others* Patientenkollektivs

Das synthetische Polysaccharid Ficoll besitzt eine geringere Dichte als die von Erythrozyten
und Granulozyten, aber eine groRere als die von Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten. Nach einer Zentrifugation reichern sich also die mononuklearen Zellen in der
Interphase zwischen Plasma und Ficoll an, wahrend Erythrozyten und Granulozyten am Boden
des Rohrchens ein Sediment bilden. [60] Die MNC-Schicht wurde vorsichtig abpipettiert,

zentrifugiert, mit PBS ausgewaschen und nochmals herunterzentrifugiert.

2.3.2 DNA-Aufbereitung tber QIAGEN
Zur Herstellung und Aufreinigung eines DNA-Lysates wurde das Protokoll des QIAGEN

QIAamp DNA blood midi kits befolgt. Hierbei wurde das entstandene Pellet mit PBS und Al-

buffer, einem Lyse Puffer, und Proteinase K versetzt. Nach einigen Waschschritten und durch
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Elution mit TE-Puffer (wassrige Lésung aus Trometamol und Ethylendiamintetraessigsaure)
konnte hierdurch hochkonzentrierte DNA gewonnen werden. Die genaue Konzentration an
Nukleinsauren wurde durch ein Spectrophotometer (NanoDrop) ermittelt. Fur die PCR wurde
die DNA mit TE-Puffer auf 20 ng/pl verdinnt.

2.4 Die Polymerase-Kettenreaktion

2.4.1 Ubersicht

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt und wurde seitdem
stetig modifiziert. Die grundlegenden Komponenten fir die in vitro Amplifikation von DNA bzw.
spezifischen Abschnitten sind hierbei:
- das Template (Ausgangs-DNA),
- spezifische Oligonucleotidmolekile, die sich am 3’- und 5-Ende des =zu
vervielfaltigenden Bereichs anlagern (Primer),
- eine thermostabile DNA-Polymerase mit ihrem Kofaktor Magnesium,
- die Desoxyribonukleotid-Monophosphate (dNTPs), die den vier Basen Adenin, Guanin,
Thymin und Cytosin entsprechen

- sowie ein Puffer als Medium fir die Reaktion.

Die PCR wird in drei Schritte unterteilt. Der erste Schritt ist durch die Denaturierung des DNA-
Doppelstranges gekennzeichnet, wobei die Wasserstoffbriickenbindungen gesprengt werden.
Dieser Prozess sollte bei 95°C ablaufen und dauert nur wenige Sekunden. Es folgt die Primer-
Anlagerung (Annealing) nach einer Abklhlung auf 50-60°C, wobei die optimale Annealing-
Temperatur zuvor bestimmt werden muss. Ist die Temperatur zu hoch, findet keine Anlagerung
statt und somit entsteht kein PCR-Produkt. Ist die Temperatur zu niedrig, entstehen
Fehlpaarungen und damit unspezifische Produkte. Der angelagerte Forward-Primer fungiert
als Startpunkt fur die DNA-Polymerase. Diese arbeitet bei etwa 68-75°C und verlangert den
DNA-Strang um etwa 1000 Basenpaare (bp) pro 60 Sekunden. Die Elongation wird
abgebrochen, wenn der rickwartsgerichtete Primer (Reverse-Primer) erreicht ist. Der neu
synthetisierte DNA-Strang dient nun ebenfalls als Matrize im nachsten Zyklus. Im Idealfall

steigt also die Anzahl an Kopien des spezifischen DNA-Abschnittes exponentiell. [61,62]
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Abb. 4: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion [63]

2.4.2 Multiplex-Long-Range PCR

Mit speziellen Enzym-Mixen kénnen mit einer PCR, wie sie im vorherigen Kapitel beschrieben
ist, auch DNA-Fragmente >40kb amplifiziert werden. Dies wird dann als Long-Range/ Distance
PCR bezeichnet. Von diversen Herstellern werden verschiedene Kombinationen von
hochprozessiven und Proofreading-DNA-Polymerasen angeboten, wobei fur unterschiedliche
PCR-Protokolle jeweils andere Polymerase-Mischungen die besten Ergebnisse erzielen
kénnen. Essenziell fur die Vervielfaltigung solch groRer DNA-Fragmente ist die genaue
Einhaltung des PCR-Protokolls und der Pufferkonzentration. [64]

Lilliebjérn et al. konnten die Bruchpunkte von allen 19 bisher publizierten IGH-DUX4 positiven
Fallen analysieren und eine gemeinsame 10kb grof3e Bruchpunkt-Region mit einer Insertion
entweder des 3" oder des 5" Endes von DUX4 identifizieren. Hiervon lie} sich ein PCR-Assay
ableiten, welches theoretisch die Amplifikation aller IGH-DUX4 fusionierten Falle ermdglichen
sollte. Dieses Assay bestand aus zwei unterschiedlichen Primer-Sets: PCR A und B (siehe
Abb. 5). Beide Sets enthielten zwei gemeinsame Primer, die an der IGH-Bruchpunkt-Region
ansetzten: IGH-327F und IGH-JF (= Forward-Primer).
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106321 mh 106323 mb 106.325 mb 106327 mb 106328 mb 106.331 mb
106.322 mb 106,324 mb 106,526 mb 106,38 mb 106,33 mb
JGHM IGHIE TGHUS IGHM IGHIE  TGHER WGHIT }}
Pricid 1 Prietisi 2 Primaer 3 [commaon for KGH.)
==
IGH-327F IGH-JF Primer A Primer B
DUX4 reverse Direction
03 ml V0 mb 106325 mb 106,327 mb 106,329 mb 106,331 mb
106:322 108324 b 106,326 mb 106,328 b 106,33 b <<
IGHM GG TGRS IGMM GRS IGHEZ IGHIT

= + = = - =

Prirswr 1 Pritiyr 2 Primar 3 [commean far KaHL) “-"

IGH-327F IGH-JF PrimerB Primer A

Abb. 5: Prinzip der Multiplex-Long-Range PCR zur Amplifikation des IGH-DUX4
Rearrangements [65]

PCR A beinhaltete zusatzlich einen Primer, der sich an die 5°-Region von DUX4 anlagerte
(=Vorwarts-Reverse-Primer, DUX4 A fw_R-Primer) und PCR B einen fir die 3"-Region von
DUX4 (=Ruckwarts-Reverse-Primer, DUX4 B rev_R-Primer). [65] Bei der Etablierung der
Methode zeigte sich kein Vorteil bei der Nutzung des Primers IGHM (wie in der Abbildung
dargestellt), sodass in den Versuchsreihen auch nur die beiden o.g. Primer (Primer 2 und 3)
verwendet wurden. Fir PCR A wurde das QIAGEN Long Range PCR Kit verwendet und fur
PCR B das Q5 High-Fidelity DNA polymerase Set von NEB (New England BioLabs®gmpH).

Alle Proben mit einer Bande in einem der beiden Ansatze sollten durch eine demultiplexte PCR
validiert werden. Hierfir wurden die PCR-Assays mit jeweils nur einem der beiden
Vorwartsprimer durchgefihrt. IGH-DUX4 Positive mussten dann in mindestens einem der

demultiplexten PCR-Assays eine Bande ergeben.
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2.5 Assaydesign

Das in Kapitel 1.3 vorgestellte Rearrangement IGH-DUX4 wurde auf seine Anwesenheit in der
DNA leukémischer Blasten aus Blut-/ Knochenmarkproben von 396 Patienten untersucht. Die
Primer wurden von Lilliebjérn et al. der Lund Universitat Schweden entworfen und wurden fir
die Versuchsreihen synthetisiert und bezogen von der Firma invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad in Kalifornien. Bei der Etablierung der Methode wurden die
Reaktionsbedingungen der zwei verschiedenen PCR-Assays durch die Ermittlung der idealen
Annealing-Temperatur, Zyklusanzahl sowie Konzentration der Primer und DNA optimiert. Fur
die PCR-Ansatze wurden die Primer Stich-Losungen jeweils frisch auf 25 uM mit Wasser

verdinnt.

Tab. 5: Sequenzen der verwendeten Primer

Name Primer Sequenz (5'nach 37)

IGH 327_F Forward = CCA CAG TCC TGT CTT CAG CA
IGH Jgenomic_F Forward CTG AGG AGA CGG TGA CC
DUX4 A fw_R Reverse = CTG GCG TGA CCT CTC ATT CT

DUX4 Brev_R Reverse = CAG AGG GGG TCT CCC AAC

2.6 Reaktionsansatz und -protokoll

Die zwei PCR-Assays wurden jeweils in 8er Streifen mit einem Reaktionsvolumen von je 50 ul

angesetzt, bestehend aus 45 pyl Mastermix und 5 ul DNA (20 ng/ul).

45 pl Mastermix von PCR A (Multiplex) enthielten:
- 34,7 yl Wasser
- 5 ul 10x Long Range Buffer (QIAGEN Long Range PCR Kit)
- 2,5yl dNTPs (QIAGEN Long Range PCR Kit)
- 0,8 ulIGH 327_F (25 uM)
- 0,8 plIGH J_F (25 uM)
- 0,8 ul DUX4 fw_R (25 pM)
- 0,4 pl LongRange Enzyme (QIAGEN Long Range PCR Kit)
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45 ul Mastermix von PCR A (demultiplext) enthielten:
- 35,3 yl Wasser
- 5l 10x Long Range Buffer (QIAGEN Long Range PCR Kit)
- 2,5yl dNTPs (QIAGEN Long Range PCR Kit)
- 0,8 pylIGH 327_F (25 uM) oder 0,8 ul IGH J_F (25 pM)
- 0,8 yI DUX4 fw_R (25 pM)
- 0,4 pl LongRange Enzyme (QIAGEN Long Range PCR Kit)

45 pl Mastermix von PCR B (Multiplex) enthielten:
- 20,5 yl Wasser
- 10 pl 5x Q5 Reaction Buffer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB)
- 10 pl 5x Q5 High GC Enhancer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB)
- 1 uldNTPs
- 1 ulIGH 327_F (25 uM)
- 1 ulIGH J_F (25 uM)
- 1l DUX4 rev_R (25 pM)
- 0,5 yl Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB)

45 ul Mastermix von PCR B (demultiplext) enthielten:
- 21,5 yl Wasser
- 10 yl 5x Q5 Reaction Buffer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB)
- 10 yl 5x Q5 High GC Enhancer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB)
- 1 uldNTPs
- 1 ulIGH 327_F (25 uM) oder 1 pl IGH J_F (25 uM)
- 1 ulDUX4 rev_R (25 uM)
- 0,5 pl Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB)

Sowohl bei PCR A als auch bei PCR B wurden jeweils zwei Positiv-Kontrollen sowie Wasser
und eine definitiv negative Patientenprobe als Negativ-Kontrollen verwendet. Fir die
Durchfihrung von PCR A wurde der Mastercycler von Eppendorf und fir PCR B der Primus
96 plus von MWG-BIOTECH genutzt. Die einzelnen Schritte der PCR sind in Kapitel 2.4.1
aufgeflhrt. Hier diente der erste Zyklus der Aktivierung der Polymerase und der dritte Zyklus
der Festigung der PCR-Produkte.
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Die folgenden PCR-Protokolle ergaben die aussagekraftigsten Ergebnisse:
PCR A:
1. 1 Zyklus bei 93°C fir 3 Minuten
2. 35 Zyklen bei 93°C flr 15 Sekunden, 62°C fir 30 Sekunden und 68°C fiur 3 Minuten
und 20 Sekunden
1 Zyklus bei 68°C flir 2 Minuten
4. Kihlung auf 10°C bis die PCR-Produkte aus dem Cycler in den Kiihlschrank gestellt

oder direkt verwendet wurden

PCR B:
1. 1 Zyklus bei 98°C fiir 30 Sekunden
2. 35 Zyklen bei 98°C fur 10 Sekunden, 64°C fir 30 Sekunden, 72°C fur 1 Minute und 30
Sekunden
1 Zyklus bei 72°C fur 2 Minuten
Kuhlung auf 10°C bis die PCR-Produkte aus dem Cycler in den Kihlschrank gestellt

oder direkt verwendet wurden

2.7 (Gel-)Elektrophorese

Um das Vorhandensein der amplifizierten PCR-Produkte und damit der IGH-DUX4 Fusion
feststellen zu kénnen, wurde im nachsten Schritt eine Elektrophorese durchgefiihrt. Hierzu
wurde das QIAxcel Advanced System (siehe Abb. 6) verwendet, welches eine voll
automatische Kapillar-Elektrophorese durchfiihren kann. [66] Hierzu wurde 15 yl PCR-Produkt
aus jedem Tube in 12er Streifen (QX 0,2 ml 12-Tube-Strings, QIAGEN) und darauf ein Tropfen
Ol (QX Mineral Oil, QIAGEN) pipettiert. In das erste Réhrchen des 12er Streifens wurden 6
QX Size Marker 250 bp-8kb (QIAGEN) plus 6 yl QX DNA Dilution Buffer (QIAGEN) und
ebenfalls ein Tropfen Ol gegeben. Des Weiteren brauchte man fiir die Analyse im QlAxcel
noch den QX Alignment-Marker 15bp/10kb (QIAGEN) fir die Produktgrofien-Kalibrierung des

Geréts.
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Abb. 6: Beispielhaftes Ergebnis einer Kapillar-Elektrophorese mit dem QIAxcel Geréat von

QIAGEN von PCR B

Erlauterungen: B0O1: DNA-Size Marker; B02: Negativ-Kontrolle H20; B03: Positiv-Kontrolle Probe N14; B04:
Positiv-Kontrolle Probe WG4; B05: Negativ-Kontrolle Probe F23; B06: Pat. 34063; B07: Pat. 36630; B08: Pat.
37393; B09: Pat. 38350; B10: Pat. 38693; B11: Pat. 30107; B12: Pat. 30195. B06-B10: /IGH-DUX4 positive Proben;
B11-B12: IGH-DUX4 negative Proben

2.8 Durchfihrung

Pro Lauf wurde in der Regel die DNA von jeweils 19 bis 31 Proben in den beiden PCR-
Ansatzen vervielfaltigt und anschlieRend im QlAxcel Gerat auf das Vorhandensein von
Banden und damit IGH-DUX4 untersucht. Die PCR-Produkte von PCR A erwiesen sich als
sehr instabil, sodass bei einigen Messungen die Positiv-Kontrollen keine Bande zeigten und
diese damit nicht aussagekraftig waren. In diesen Fallen wurde die PCR wiederholt. Nach
der Messung aller Proben wurde der Versuch fir alle als positiv befundenen Proben erneut
durchgeflihrt, um zu Uberprifen, ob die Banden reproduzierbar waren. Im Anschluss wurden

die demultiplexten PCR-Assays fir die Validierung angefertigt.
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2.9 Sanger Sequenzierung

Da die Methode noch neu war und sich besonders PCR A in der Elektrophorese sehr
wechselhaft prasentierte, wurde entschieden, alle fir positiv befundenen Proben der Multiplex-
und demultiplexten PCR durch Sequenzierung zu bestéatigen (siehe Abb. 7). Die Firma GATC
biotech als Teil von eurofinsGenomics bietet die Dienstleistung des Next Generation
Sequencing an. Hierflr wurden jeweils 25 yl PCR Produkt mit 5 ul Gel Loading Dye, Purple
(NEB) angefarbt und auf ein Gel gegeben. Es wurde nun eine konventionelle
Gelelektrophorese durchgeflihrt mit einer Laufzeit von 45 Minuten in der Elektrophorese-
Kammer Whatman (Biometra) und mit der Stromversorgung EPS 601 (amersham pharmacia
biotech). Die entstandenen Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und nach dem
Protokoll des GenUp™ PCR/Gel Cleanup Kits von biotechrabbit aufbereitet.

Von dem entstandenen DNA-Lysat wurden dann 5 pl mit je 5 yl Primer (5 uM) in ein mit einem
Barcode versehenes Mikroreaktionsgefald gegeben und an das Sequencing Department von
Eurofins GATC in KdIn gesandt.

Abb. 7: Ergebnis der Sequenz:erung der positiven Probe 34480, durchgefuhn‘ von
eurofinsGenomics
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Das Ergebnis der Sequenzierung einer positiven Probe ist in Abbildung 7 beispielhaft
dargestellt. In diesem Fall konnte die folgende Sequenz bestimmt werden:
CGCCGCCCCGGCTCCTCCGGACGGGGCGCTCTCCCACCCTCAGGCTCCTCGGTGGCC
TCCGCACCCGGGCAAAAGCCGGGAGGACCGGGACCCGCAGCGCGACGGLLCTGLCGG
GCCCCTGCGCGGTGGCACAGCCTGGGCCCGCTCAAGCGGGGCCGCAGGGCCAAGGG
GTGCTTGCGCCACCCACGTCCCAGGGGAGTCCGTGGTGGGGCTGGGGCCGGGGTCC
CCAGGTCGCCGGGGCGGCGTGGGAACCCCAAGCCGGGGCAGCTCCACCTCCCCAGC
CCGCGCCCCCGGACGCCTCCGCCTCCGCGCGGCAGGGGCAGATGCAAGGCATCCCCG
GCGCCCTCCCAGGCGCTCCAGGAGCCGGCGCCCTGGTCTGCACTCCCCTGCGGCCTG
CTGCTGGATGAGCTCCTGGCGAGCCCGGAGTTTCTGCAGCAGGCGCAATGAGGGTTC
GACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA

Diese Basenabfolge konnte in der Datenbank Standard Nucleotide BLAST auf der Seite von
NCBI (National Center for Biotechnology Information;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Protein) eingegeben werden.

Ergab das Blasting einerseits einen Teil der genomischen Sequenz von Chromosom 4 oder
10 (hier gelb markiert) und zum anderen der von Chromosom 14 (grau markiert), so konnte
das Vorhandensein des IGH-DUX4 Rearrangements mit hoher Sicherheit angenommen

werden.

2.10 Statistische Analyse

Fir die Betrachtung der prognostischen Relevanz des IGH-DUX4 Rearrangements wurden
Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt. Fiir den Vergleich des Ereignis-freien
Uberlebens (Event free survival, EFS) und des Gesamt-Uberlebens zwischen IGH-DUX4
Positiven und Negativen wurde der Log-Rank-Test verwendet. Die EFS umfasst den Zeitraum
der Diagnosestellung der B-Zell ALL bis zum letzten Nachuntersuchungstermin oder bis zum
Ereignis (inkomplette Remission, Rezidiv, Zweitmalignom oder Tod jeglicher Ursache) und das
Gesamtuberleben den Zeitraum bis zum Tod jedweder Ursache. Des Weiteren wurde die
kumulative Rezidiv-Inzidenz (cumulative relapse incidence, CRI) berechnet. Flr den Vergleich
dieser zwischen IGH-DUX4 positiven und negativen Patienten wurde der Gray-Test
verwendet. Obwohl die Patienten des untersuchten Kollektivs nach dem Protokoll der AIEOP-
BFM ALL 2009-Studie behandelt wurden, mussten als Referenzdaten die Ergebnisse der
2000er Studie verwendet werden. Dies hat den Grund, dass zum Zeitpunkt der vorliegenden

Arbeit die Auswertung der 2009er Studie noch nicht veréffentlicht war.
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3 ERGEBNISSE

Im Zeitraum vom 01.06.2010 bis 31.12.2014 wurden 1638 Patienten in die AIEOP-BFM ALL
2009er Studie eingeschlossen. Hiervon konnten 478 Patienten den ,B-Others“ zugeordnet
werden. Fur 396 der 478 (82,8%) ,B-Others” war initiales Restmaterial vorhanden, sodass
diese in die hier vorgestellte Promotionsarbeit eingeschlossen werden konnten. In Tabelle 6
werden die klinischen und biologischen Kriterien der untersuchten ,B-Others“ Kohorte mit
denen von 3322 nicht untersuchten Patienten, behandelt nach dem Protokoll der AIEOP-BFM
2000-Studie, gegenubergestellt. Da die Auswertung der 2009er Studie zum Zeitpunkt der
Untersuchung noch nicht veréffentlicht war, wurde das Gesamtkollektiv der 2000er Studie als
Vergleichskohorte herangezogen.

Es fallt auf, dass die ,B-Others” einen héheren Anteil von Patienten im Alter von 10 Jahren
und alter aufweisen als das Gesamtkollektiv der 2000er Studie (29,3% vs. 22,1%; p = 0,001).
Auch sind die ,B-Others“-Falle mit einer initial héheren Leukozytenzahl (=50000/pl) verbunden
(23% vs. 15,1%; p < 0,001). Unterschiede bezuglich des Geschlechts und des ZNS-Status
lassen sich nicht beobachten. Hinsichtlich des Therapieansprechens ist festzustellen, dass
mehr ,B-Others“-Falle einen PPR zeigen (8,8% vs. 5,7 %; p = 0,02) und haufiger der mittleren
Risikogruppe nach MRD zugeordnet wurden (58,8% vs. 40,9%; p < 0,001).
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Tab. 6: Gegeniiberstellung von klinischen und biologischen Charakteristika und des
Therapieansprechens von 396 untersuchten Patienten und 3322 nicht untersuchten Patienten

mit kindlicher B-Zell ALL der AIEOP-BFM ALL 2000-Studie

Untersuchte Nicht untersuchte p-Wert***
,B-Others*
N % N %
Gesamt 396 100 3322 100
Geschlecht 0,43785
Mannlich 217 54,8 1752 52,7
Weiblich 179 45,2 1570 47,3
Alter bei Diagnose 0,00126
<10 Jahre 280 70,7 2588 77,9
= 10 Jahre 116 29,3 734 22,1
Leukozytenzahl/uL < 0,0001
<10.000 144 36,4 1711 51,5
10.000 - < 50.000 160 40,4 1109 33,4
50.000 - < 100.000 49 12,4 284 8,6
> 100.000 43 10,9 218 6,6
ZNS Status 0,76900
Positiv 9 2,3 83 2,5
Negativ 369 93,2 3066 92,3
Kein Ergebnis 18 4,5 173 5,2
ETV6-RUNX1 < 0,0001
Negativ 396 100 2300 69,2
Positiv 0 0 826 249
Kein Ergebnis 0 0 196 59
KMT2A-AFF1 0,11442
Negativ 396 100 3017 90,8
Positiv 0 0 19 0,6
Kein Ergebnis 0 0 286 8,6
Prednisone Respone* 0,01613
PGR 361 91,2 3116 93,8
PPR 35 8,8 191 5,7
Kein Ergebnis 0 0 15 0,5
Risikogruppe nach MRD** < 0,0001
Standardrisiko 112 28,3 1249 37,6
Mittleres Risiko 233 58,8 1359 40,9
Hohes Risiko 21 53 172 5,2
Kein Ergebnis 30 7.6 542 1,6

Erlauterungen:

* Prednisone Response: PGR: < 1000 Blasten/ul Blut an Therapietag 8; PPR: 21000 Blasten/ul Blut an

Therapietag 8

** Risikogruppe nach MRD: Standardrisiko: keine MRD-Last an Zeitpunkt TP1 (Tag 33 der Induktion) und TP2 (12
Wochen nach Therapiebeginn); Mittleres Risiko: MRD-Last < 10-3an TP2; Hohes Risiko: MRD-Last an TP2 2 103
*** \ergleich der beiden Gruppen durch den y? -Test
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3.1 Darstellung der Versuchsergebnisse

In dieser Untersuchung wurden 396 Patienten, welche die Kriterien der ,B-Others* Patienten
erfillten, mit Hilfe zwei verschiedener PCR-Assays auf das Vorhandensein des IGH-DUX4
Rearrangements getestet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den in Kapitel 2.8 beschriebenen
Schritten. In Abbildung 8 sind die einzelnen Schritte des Versuchs schematisch dargestellt.
Unter allen Proben fanden sich 17 Positive in Multiplex-PCR A und 28 Positive in Multiplex-
PCR B. Bei PCR A kam es jedoch trotz des mehrmaligen Durchfiihrens der Messungen und
Optimierung der PCR-Bedingungen vor, dass die Positiv-Kontrollen keine Banden in der
Elektrophorese aufwiesen, wahrend aber untersuchte Proben in der gleichen Messung
durchaus Banden zeigten und auch in 16 von 17 Fallen reproduzierbar waren. Aufgrund der
unzuverlassigen Detektion der Positiv-Kontrollen muss davon ausgegangen werden, dass in
PCR A wahrscheinlich nicht alle IGH-DUX4 positiven Patienten erfasst wurden.

Mit den 16 Multiplex-A-Positiven und den 28 Multiplex-B-Positiven wurden die entsprechenden
Einzel-PCR-Ansatze angefertigt mit jeweils nur einem /GH-Primer. Hierbei zeigten jedoch nur
5 der 16 bzw. 22 der 28 Multiplex-PCR-Positiven ebenfalls Banden, sodass entschieden
wurde, Sequenzierungen von allen Proben anzufertigen. Alle 5 Positiven der Einzel-PCR A
und 19 der 22 Positiven der Einzel-PCR B konnten durch die Sequenzierung als IGH-DUX4
fusioniert bestatigt werden. Die Ubrigen elf Proben der Multiplex-PCR A und sechs Proben der
Multiplex-PCR B wurden ebenfalls sequenziert. Auf diese Weise konnten noch insgesamt
neun Positive gefunden werden. In jeweils zwei Fallen in PCR A und B konnte durch
Sequenzierung nur Chromosom 14 (/GH-Lokus) nachgewiesen werden. Diese Proben wurden
nicht zu den Positiven gezahlt, da hier keine Fusion von IGH und DUX4 bewiesen werden
konnte. So wurden insgesamt 32 IGH-DUX4 positive Patienten (ein Patient war positivin PCR

A und B) gefunden, was einem Anteil von etwa 8% an allen ,B-Others” Patienten entspricht.
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Abb. 8: Schema zur Darstellung der Versuchsergebnisse
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3.2 Defizite und Versuche der Optimierung der Multiplex-Long-Range PCR

Die Multiplex-PCR B zeigte konstant deutlich erkennbare Banden in den Positiv-Kontrollen und
niemals unspezifische Produkte in den Negativ-Kontrollen (siehe Abb.6). Dadurch konnten
positive  Proben eindeutig identifiziert werden und waren auch in den
Wiederholungsmessungen reproduzierbar. Multiplex-PCR A zeigte hingegen sehr
wechselhafte Ergebnisse, was die Anwendung schwierig gestaltete. Oft musste die PCR
mehrfach wiederholt werden, da die Positiv-Kontrollen keine Banden in der Elektrophorese
zeigten. In Abbildung 9 sieht man beispielsweise, dass die Positiv-Kontrolle SN8 in jener
Messung keine Bande ergab, aber die andere Positiv-Kontrolle L5 sowie einige Proben
Banden zeigten. In AQ09 befindet sich die positive Probe 42624, welche in dieser
Wiederholungsmessung als negativ erscheint. Im Laufe dieser Arbeit wurden deshalb die
folgenden Optimierungs-Versuche von Multiplex-PCR A durchgefiihrt: Bestandigere
Ergebnisse konnten erreicht werden durch die Erhéhung der vom schwedischen Team
vorgeschlagenen Zykluszahl von 30 auf 35 sowie das Heruntersetzen der Kiihlungstemperatur
von anfanglichen 72°C auf 68°C. Eine Verdopplung der zugegeben DNA-Menge flihrte zwar
zum standigen Vorhandensein von Banden bei den Positivkontrollen, aber auch zu einer
starken Zunahme von Fehlpaarungen und damit unspezifischen Produkten. Aufgrund dessen
wurde die Anhebung der Annealing-Temperatur versucht, wobei jedoch gar keine PCR-
Produkte mehr entstanden. Deshalb wurden hier die anfanglichen Bedingungen (100 ng DNA
[5 pl von 20ng/pl] auf 45ul Mastermix und 62°C Annealing Temperatur) beibehalten. Das
frische Verdinnen der Primer-Stich-Lésungen auf 25uM vor jeder Messung hatte ebenfalls
einen sehr positiven Einfluss auf das Gelingen der PCR A. Doch auch mit diesen Ma3nahmen
konnten nicht in jeder Messreihe eindeutige Ergebnisse erzielt werden. So muss davon
ausgegangen werden, dass nicht alle positiven Proben durch die Multiplex-PCR A erfasst
wurden.

Da dem schwedischen Team aufgefallen war, dass die beiden forward-Primer IGH-327F und
IGH-JF teilweise miteinander interagierten und zu fehlerhaften PCR-Produkten flhren
konnten, wurde die demultiplexte PCR eingeflhrt. Hiermit sollten die positiven Proben aus der
Multiplex-PCR verifiziert werden. Mit dieser Methode konnten jedoch nur 22 von urspringlich
28 Multiplex-PCR-B-Positiven und 5 von 16 Multiplex-PCR-A-Positiven verifiziert werden.
Auch bei der Demultiplex-PCR A traten wiederholt keine Banden in der Elektrophorese auf.
Optimierungsversuche wurden hierbei jedoch nicht mehr unternommen. Stattdessen wurde

entschieden, Sanger-Sequenzierungen zur Bestatigung aller positiven Proben durchzufiihren.
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Abb. 9: Beispielhafte Darstellung der Ergebnisse einer Kapillar-Elektrophorese mit dem
QIAxcel-Geréat von PCR A
Erldauterungen: A01: DNA-Size Marker; A02: Negativ-Kontrolle H20; A03: Positiv-Kontrolle Probe SN8 zeigt keine
Bande; A04: Positiv-Kontrolle Probe L5; A05: Negativ-Kontrolle Probe Mu27; A06: Pat. 30107; A07: Pat. 32160;
A08: Pat. 34659; A09: Pat. 42624; A10: Pat. 42492; A11: Pat. 30196; A12: Pat. 30234.
A06-A10: IGH-DUX4 positive Proben — Alle konnten durch Sanger-Sequenzierung bestéatigt werden; A09: positive
Probe, aber keine Bande in diesem Lauf; A11-A12: IGH-DUX4 negative Proben
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3.3 Gegenuberstellung klinischer Merkmale innerhalb der ,,B-Others“ Kohorte
von IGH-DUX4 positiven und negativen Patienten

Um die Auswirkungen der IGH-DUX4 Positivitat aufzuzeigen, werden in Tabelle 7 die
klinischen Merkmale von 32 Fusions-Positiven und 364 -Negativen gegenlibergestellt. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Geschlechterverteilung, des Alters bei
Diagnosestellung, der initialen Leukozytenzahl, des ZNS-Status und der PR beobachtet.
Hinsichtlich der MRD-Risikogruppe und der finalen Risikogruppe zeigten die IGH-DUX4
positiven Patienten eine starkere Assoziation zum mittleren Risikoprofil als die negativen
(87,5% vs. 59,1%; p = 0,00540 bzw. 53,1% vs. 40,9%; p = 0,01786).

3.4 Gegenuberstellung klinischer Merkmale der IGH-DUX4 positiven Patienten
und 3322 Patienten der AIEOP-BFM ALL 2000-Studie

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, die klinischen Charakteristika von IGH-DUX4
positiven Patienten nicht nur im Vergleich zu den nicht als IGH-DUX4 positiv getesteten ,B-
Others“-Fallen, sondern auch im Vergleich zur Gesamtkohorte aller BCP-ALL-Falle zu
betrachten. AuRerdem muss aufgrund der technischen Schwierigkeiten der angewandten
Assays angenommen werden, dass sich unter den 364 Patienten von 3.2 noch falsch Negative
befinden. Deshalb wurden die positiven Patienten mit dem gesamten Kollektiv der AIEOP-
BFM ALL 2000-Studie verglichen. Auch hier lieRen sich keine signifikanten Unterschiede
bezlglich des Geschlechts, des Alters bei Diagnose, initialer Leukozytenzahl und ZNS-Status
feststellen (siehe Tab. 8). Bei den Fusions-Positiven Patienten fand sich ein héherer Anteil an
Prednison-Poor Respondern (15,6% vs. 5,7%; p = 0,01833). Auch hier konnte die eindeutige
VerknUpfung mit dem intermediaren Risikoprofil nach MRD gezeigt werden (87,5% vs. 40,9%;
p < 0,0001).
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Tab. 7: Gegeniiberstellung der klinischen Charakteristika und des Therapieansprechens in
Abhéngigkeit der IGH-DUX4 Positivitdt von insgesamt 396 Patienten der ,B-Others” Kohorte

IGH-DUX4 Positive IGH-DUX4 Negative | p-Wert
N % N %
Gesamt 32 100 364 100
Geschlecht 0,84278
Mannlich 17 53,1 200 54,9
Weiblich 15 46,9 164 451
Alter bei Diagnose 0,79971
<10 Jahre 22 68.8 258 70,9
= 10 Jahre 10 31,3 106 29,1
Leukozytenzahl/uL 0,14421
<10.000 15 46,9 129 35,4
10.000 - < 50.000 9 28,1 151 41,5
50.000 - < 100.000 2 6,3 47 12,9
=100.000 6 18,8 37 10,2
ZNS Status 0,36512
Positiv 0 0 9 2,5
Negativ 31 96,9 338 92,9
Kein Ergebnis 1 3,1 17 4,7
Prednisone Respone* 0,15833
PGR 27 84.4 334 91,8
PPR 5 15,6 30 8,2
Risikogruppe nach MRD** 0,00540
Standardrisiko 2 6,3 115 31,6
Mittleres Risiko 28 87,5 215 59,1
Hohes Risiko 0 0 21 6,8
Kein Ergebnis 2 6,3 13 3,6
Finale Risikogruppe*** 0,01786
Standardrisiko 2 6,3 108 29,7
Mittleres Risiko 17 53,1 147 40,9
Hohes Risiko 13 13 109 29,9

Erlauterungen:

*Prednisone Response: PGR: < 1000 Blasten/pl Blut an Therapietag 8; PPR: 21000 Blasten/ul Blut an
Therapietag 8

** Risikogruppe nach MRD: Standardrisiko: keine MRD-Last an Zeitpunkt TP1 (Tag 33 der Induktion) und TP2 (12
Wochen nach Therapiebeginn); Mittleres Risiko: MRD-Last < 10~ an TP2; Hohes Risiko: MRD-Last an TP2 = 108
*** Finale Risikogruppe: siehe Kapitel 1.2.1

Vergleich der beiden Gruppen durch den y? -Test
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Tab. 8: Gegendtiberstellung der klinischen Merkmale und des Therapieansprechens von 32
IGH-DUX4 positiven Patienten und 3322 nicht untersuchten Patienten der AIEOP-BFM ALL
2000-Studie

IGH-DUX4 Positive Nicht untersuchte p-Wert
Patienten der BFM
2000er Studie
N % N %
Gesamt 32 100 3322 100
Geschlecht 0,96531
Mannlich 17 53,1 1752 52,7
Weiblich 15 46,9 1570 47,3
Alter bei Diagnose 0,21478
<10 Jahre 22 68.8 2588 77,9
= 10 Jahre 10 31,3 734 22,1
Leukozytenzahl/uL 0,05417
<10.000 15 46,9 1711 51,5
10.000 - < 50.000 9 28,1 1109 33,4
50.000 - < 100.000 2 6,3 284 8,6
> 100.000 6 18,8 218 6,6
ZNS Status 0,35969
Positiv 0 0 83 2,5
Negativ 31 96,9 3066 92,3
Kein Ergebnis 1 3,1 173 5,2
Prednisone Respone* 0,01833
PGR 27 84,4 3116 93,8
PPR 5 15,6 191 57
Kein Ergebnis 0 0 15 0,5
Risikogruppe nach MRD** < 0,0001
Standardrisiko 2 6,3 1249 37,6
Mittleres Risiko 28 87,5 1359 40,9
Hohes Risiko 0 0 172 52
Kein Ergebnis 2 6,3 542 1,6

Erlauterungen:

*Prednisone Response: PGR: < 1000 Blasten/pl Blut an Therapietag 8; PPR: 21000 Blasten/ul Blut an
Therapietag 8

** Risikogruppe nach MRD: Standardrisiko: keine MRD-Last an Zeitpunkt TP1 (Tag 33 der Induktion) und TP2 (12
Wochen nach Therapiebeginn); Mittleres Risiko: MRD-Last < 10~ an TP2; Hohes Risiko: MRD-Last an TP2 = 108
Vergleich der beiden Gruppen durch den y? -Test
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3.5 Prognostische Bedeutung des Nachweises der IGH-DUX4 Fusion

Die zentrale Zielsetzung dieses Projektes war es, die prognostische Relevanz des IGH-DUX4
Rearrangements herauszuarbeiten und dabei die Ergebnisse der Lilliebjorn et al. 2016 Studie
zu untermauern oder in Frage zu stellen. Hierfiir wurden Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zu
der 5-Jahres-EFS Rate und 5-Jahres-Gesamtlberlebensrate ausgearbeitet und ein nach dem
Log-Rank-Test berechneter p-Wert von <0,05 als signifikant betrachtet. Die zugehdrige CRI
galt bei einem p-Wert von <0,05, ermittelt durch den Gray-Test, als signifikant.

Bei Betrachtung der Ergebnisse (siehe Abb. 10) konnte ein tendenziell, aber nicht signifikant
schlechteres 5-Jahres-Gesamtiberleben der IGH-DUX4 positiven Patienten gezeigt werden
(83,9 + 6,6% vs. 92,6% £ 0,5%; p = 0,09). Hinsichtlich der 5-Jahres-EFS konnten keine
signifikanten Unterschiede gesehen werden (84,4 + 6,4 % vs. 83,9 + 0,6 %; p = 0,38).
Dementsprechend gab es auch keine signifikanten Auffalligkeiten bei der kumulativen Inzidenz
von Rezidiven und behandlungsassoziierter Mortalitat.

Insgesamt lasst sich kein prognostischer Wert des IGH-DUX4 Rearrangements beschreiben.

A 100 K B 100 j—— :
80 |_\— 80
< 60 £ e
& E
i 40 % 40
20 p(1-2)= .49 20 p(1-2)= .08
p(1-3)= .66 p(1-3)= .71
0 p(2-3)= .38 o p(2-3)= .09
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 ' 8
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— DUX4pos. 84.4,SE=6.4(N=32,7 events) — DUX4pos. 83.9,SE=6.6 (N=32, 5 events)
— ALL 2000 pbc 83.9, SE=0.6 (N=3322, 567 events) — ALL 2000 pbc 92.6, SE=0.5 (N=3322, 279 events)
C 100
Rel G =0.40 .
9 | Deathin CCR p(aray)= 0.83 Abb. 10:
—~ 80 . .
S Vergleich des Therapieerfolgs von IGH-
£ 60 DUX4 positiven und negativen Patienten und
© .
g o dem Kollektiv der AIEOP-BFM ALL 2000-
E 30 Studie anhand des 5-Jahres-EFS (A), des 5-
o 20 — Jahres-Gesamtiiberlebens (B) und der
be e entsprechenden  kumulativen — Rezidiv-

o 1 2 3 4 5 6 7yerd [nzidenz und der Behandlungs-assoziierten
— DUX4 neg. Relapse 13.8, SE=1.8 (N=364, 50 events) 0y e
— DUXdneg. DeathinGCR 1.7,SE=0.7 (N=364. 6 events) Mortalitét (C)
—— DUX4 pos. Relapse 12.5, SE=5.9 (N=32, 6 events)

DUX4 pos. Deathin CCR 3.1,SE=3.1 (N=32,1 events)

ALL 2000 pbc Relapse 12.4, SE=0.6 (N=3322, 434 events)
— ALL 2000 pbc Death in CCR 1.8, SE=0.2 (N=3322, 60 events)
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3.6 Vergleich des Therapieerfolgs in der intermediaren Risikogruppe nach
MRD

Die Minimale Resterkrankung gibt Aufschliisse liber das Therapieansprechen und spielt damit
eine wesentliche Rolle bei der Risikostratifizierung kindlicher ALL (siehe Kapitel 1.2.1). Obwohl
Patienten mit HR-Profil das hdchste Risiko fur ein Rezidiv aufweisen, entstammt der grofite
Anteil von Rickfall-Patienten dem mittleren Risikoprofil. Besonders fiir diese Risikogruppe
besteht daher grolier Bedarf, neue prognostisch relevante Marker zu finden, um das Rezidiv-
Risiko besser einschatzen zu kénnen. Da die Fusion IGH-DUX4 eindeutig dem mittleren
Risikoprofil nach MRD zugeordnet werden kann (siehe Tab. 8), war der Vergleich des
Therapieerfolgs entsprechend auch nur in der MR-Gruppe sinnvoll.

Sowohl im Vergleich der IGH-DUX4 positiven zu den negativen Patienten als auch zum
Gesamtkollektiv der BFM 2000er Studie konnte kein signifikanter Unterschied im 5-Jahres-
EFS beobachtet werden (85,7 + 6,6% vs. 81,2 £ 1,1%; p = 0,67 bzw. 85,7% + 6,6% vs. 82,6 £
2,6%; p = 0,6). Dementsprechend konnten auch keine signifikanten Unterschiede bei der CRI
und der behandlungsassoziierten Mortalitdt ausgemacht werden (siehe Abb. 11). Das
Gesamtuberleben ist bei den IGH-DUX4 positiven Patienten etwas, aber nicht signifikant
schlechter als bei dem 2000er Patientenkollektiv (85,1 + 6,9% vs. 94,3 + 0,6%; p = 0,06).

; B 100 ; ¢
m
80 L 80
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A 100
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 8
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— DUX4pos. 85.7,SE=6.6 (N=28, 6 events) — DUX4pos. 85.1,SE=6.9 (N=28, 4 events)
— ALL 2000 pbc 81.2, SE=1.1 (N=1359, 265 events) — ALL 2000 pbc 94.3, SE=0.6 (N=1359, 92 events)
C 100 Relapse p(Gray)=0.71 Abb' 11'
90 Death in CCR p(Gray)=0.75 . .
< 80 Vergleich des Therapieerfolgs von IGH-
70 DUX4 positiven und negativen Patienten und
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2 a0 Studie in der mittleren Risikogruppe nach
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© fg — Jahres-Gesamtiiberlebens (B) und der
0l entsprechenden kumulativen Rezidiv

o1 2 3 4 5 6  Tyy8 Inzidenz und der Behandlungs-assoziierten
— DUX4 neg. Relapse 15.5, SE=2.5 (N=215, 34 events) oy ae
— DUX4neg. DeathinCCR 1.4, SE=0.8 (N=215,3 events) Mortalitét (C)
—— DUX4 pos. Relapse 14.3, SE=6.7 (N=28, 6 events)
DUX4 pos. Deathin CCR 0.0, SE=0.0 (N=28, 0 events)
ALL 2000 pbc Relapse 17.3,SE=1.0 (N=1359, 243 events)
—— ALL 2000 pbc Death in CCR 1.0, SE=0.3 (N=1359, 14 events)
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Untersuchung wurden 396 Patienten, welche die Kriterien der ,B-Others® erfullten,
auf das Vorhandensein des IGH-DUX4 Rearrangements mit Hilfe einer von Lilljebjorn et al.
entwickelten Multiplex-PCR getestet. [65] Bei 44 Patienten ergab die PCR positive Ergebnisse,
von denen allerdings nur 32 mit Hilfe einer Sequenzierung bestatigt werden konnten. Aufgrund
der nicht konstanten Ergebnisse von Multiplex-PCR A muss zugleich davon ausgegangen
werden, dass nicht alle IGH-DUX4 positiven Patienten des untersuchten ,B-Others” Kollektivs
detektiert werden konnten. Es kdnnen deshalb keine endgultigen Aussagen uUber die Inzidenz
des neuen Rearrangements getroffen werden.

Als wesentliches Ziel dieser Arbeit wurde die Frage nach einer prognostischen Relevanz der
IGH-DUX4 Fusion formuliert. Das Ansprechen auf Prednison war bei den IGH-DUX4 Positiven
im Vergleich zum Gesamtkollektiv der AIEOP-BFM ALL 2000-Studie schlechter. Hinsichtlich
der Einteilung in die Risikogruppen konnte eine verstarkte Assoziation der positiven Patienten
zur mittleren Risikogruppe nach MRD gefunden werden. In den ubrigen klinischen
Charakteristika (Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Initiale Leukozytenzahl und ZNS-Status)
konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden.

Eine Verknlpfung des IGH-DUX4 Rearrangements mit einem bestimmten Therapieerfolg

konnte nicht festgestellt werden.
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4 DISKUSSION

Aufgrund stetiger Forschung und Weiterentwicklung der Therapien kénnen heutzutage nahezu
80% aller Kinder und Jugendliche mit ALL eine langfristige Heilung erfahren. Doch nach wie
vor erleiden 20% ein Rezidiv. Die Wahrscheinlichkeit einer dauerhaften Genesung ist dann
sehr viel geringer. Die relative Haufigkeit von Ruckfallen ist in der HR-Gruppe am héchsten.
Dennoch rezidivieren zahlenmaRig die meisten Patienten, welche urspringlich der MR-
Gruppe zugeordnet wurden und damit nicht die intensive Chemotherapie bekommen, die sie
brauchten. [26,67,68] Es besteht also besonders fiir diese Gruppe von Patienten die
medizinische Notwendigkeit, neue prognostisch relevante Marker zu finden, welche friihzeitig
erkennen lassen, ob die Therapie intensiviert werden muss. Auf der anderen Seite stehen die
teilweise schwerwiegenden unerwinschten Nebenwirkungen einer Chemotherapie, wie
beispielsweise die Entwicklung von Ilebensbedrohlichen Infektionen, Zweitmalignomen,
Infertilitat, hormonellen Stérungen und psychischen Erkrankungen. [69-71] Es muss also
unbedingt auch ein Ubertherapieren der Patienten vermieden werden. Mit dem Ziel, neue
Marker fir eine bedulrfnisgerechte Therapie zu finden, wurden bereits zahlreiche Studien
initiiert. [72—74] So werden mittlerweile Uber 20 verschiedene Subgruppen (Stand Februar
2019) von BCP-ALL unterschieden, definiert aufgrund von Genexpressionsprofilen,
chromosomaler Neuanordnungen, Sequenz-Mutationen oder anderer heterogener
genetischer Veranderungen. [75—77] Bisher ist die prognostische Relevanz von vielen dieser
Aberrationen noch nicht an aussagekraftigen Patientenkollektiven untersucht worden.
Dennoch lassen die vielfaltigen Untersuchungen auf eine Verbesserung der Prognose von an
ALL erkrankten Kindern hoffen: Zum einen durch eine bessere Risikostratifizierung mit
einhergehender Anpassung der Therapieintensitat und zum anderen durch die Entdeckung
moglicher Angriffspunkte neuartiger Immuntherapeutika. [78] So konnten bereits einige neu
erforschte Marker zur Einteilung in die verschiedenen Risikogruppen in das Protokoll der
aktuell laufenden AIEOP-BFM ALL 2017-Studie integriert werden. [79] Beispielsweise t(17;19)
bzw. TCF3-HLF und IKZF1P"s gelten nun als Kriterien fir die Zuordnung zu der HR-Gruppe.
[80,81] IGH-DUX4 stellt einen neuen, moglicherweise prognostisch relevanten Marker dar.
Dies und die tatsachliche Inzidenz des Rearrangements wurde in dieser Arbeit an einem
einheitlich behandelten Patientenkollektiv mit Hilfe einer klinisch bisher nicht erprobten
Methode untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung werden in den folgenden Kapiteln

diskutiert und der bisherigen Forschung gegenubergestellt.
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4.1 Auswahl des Patientenkollektivs nach den ,,B-Others* Kriterien

Patienten, welche negativ sind fiir die bekannten Aberrationen BCR-ABL1, ETV6-RUNX1,
KMT2A-AFF1, E2A-PBX1 sowie Hyper- und Hypodiploidie werden als ,B-Others® bezeichnet.
[82] Diese Patientengruppe ist stark verknipft mit der Einteilung in die MR-Gruppe. Aus den
oben genannten Griinden ist die Identifizierung von Markern, welche das Therapieansprechen
vorhersagen, besonders bei diesen Patienten bedeutsam. Die Auswahl des Kollektivs fur diese
Untersuchung nach den ,B-Others* Kriterien hatte folgende Hintergriinde:

Laut Lilliebjorn et al. und Yasuda et al. sind IGH-DUX4 positive BCP-Leukamien dadurch
charakterisiert, dass sie negativ fir die bekannten Aberrationen sind und ein spezifisches
Genexpressionsprofil aufweisen. [46,48] Ziel dieser Studie war es, zu prifen, ob der Nachweis
des IGH-DUX4 Rearrangements eine prognostische Bedeutung hat. Des Weiteren werden die
Ergebnisse dieser Studie mit denen von Lilljebjérn et al. 2016 unter 4.3 verglichen. Deshalb

orientierte sich die Auswahl des Patientenkollektivs an der Kontrollgruppe jener Untersuchung.

Boer et al. untersuchten 153 ,B-Others“, um die Charakteristik der sog. Philadelphia-
Chromosom like (Ph-like) oder BCR-ABL1 like ALL zu untersuchen. Diese Aberration findet
sich in 50% der ,B-Others® und ist verbunden mit einer schlechten Prognose. [83,84] Die
Assoziation zu einer hdheren Leukozytenzahl lasst sich auch im ,B-Others® Kollektiv jener
Studie von 2016 nachweisen. Auflerdem findet sich auch dort die deutliche Assoziation zum
mittleren bis hohen Risikoprofil. Mit 33% ist der Anteil der mindestens 10-jahrigen Patienten

an dem ,B-Others® Kollektiv sehr dhnlich zu dem dieser Untersuchung.

4.2 Die Multiplex-PCR als Nachweismethode fiir das Rearrangement /GH-
DUX4

Lilliebjorn et al. haben ein Multiplex-PCR-Assay entwickelt, welches theoretisch die
Amplifikation aller bisher beschriebenen IGH-DUX4 Rearrangements erlaubt. [65] Diese
Methode ware bei ausreichender Sensitivitdt und Spezifitdt, verglichen mit den bisherigen
Verfahren fur deren Nachweis, kostenglinstig und einfacher in der Durchfiihrung.

Neben der Frage nach Inzidenz und prognostischer Relevanz der neuen Fusion war es auch
Ziel dieser Arbeit, durch die erstmalige Anwendung der Methode an einer grolen
Probenanzahl ihre Zuverlassigkeit und Aussagekraft zu beurteilen. Unter 3.1 sind die
Ergebnisse der beiden Assays dargestellt. Trotz der Verbesserungsversuche konnte PCR A

nicht vollstandig optimiert werden. Ein Losungsansatz konnte die Verwendung eines neuen
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PCR-Kits mit einer anderen DNA-Polymerase sein. Dies wurde in dieser Arbeit jedoch nicht
mehr versucht. Letzten Endes muss bei PCR A davon ausgegangen werden, dass nicht alle
IGH-DUX4 positiven Patienten des Kollektivs detektiert werden konnten und es damit eine
nicht bekannte Anzahl an falsch negativen Patienten gibt.

In nur 62,5% der Falle konnte ein positives Ergebnis der Multiplex-PCR A mit Hilfe der
Sequenzierung bestatigt werden, bei PCR B waren es 82%. Eine mdgliche Erklarung hierfur
ist, dass eine Interaktion der beiden IGH-Primer ebenfalls zu einem PCR-Produkt flhren
konnte. Mit dem Zwischenschritt der demultiplexten PCR wurde diese Fehlerquelle
ausgeschlossen. Ein Vorteil fir die Detektion konnte hierdurch trotzdem nicht erbracht werden.
Zwar war hier der PPW von PCR A 100% und von B 86%, doch der Anteil an falsch Negativen
(Demultiplex-PCR A: 5 von 11 Negativen: 45% und Demultiplex-PCR B: 4 von 6 Negativen:
67%) war zu hoch. Uber Sensitivitit und Spezifitat der Methode kénnen aufgrund der
unbekannten Anzahl falsch negativer Proben nur begrenzt Riickschliisse gezogen werden.
Es muss geschlussfolgert werden, dass die Multiplex-PCR-Assays, wie sie fur diese Arbeit
verwendet wurden, nicht fir die Diagnostik des Rearrangements geeignet sind. Fur folgende

Studien zu IGH-DUX4 sollte deshalb auf andere Methoden zurlickgegriffen werden.

4.3 Alternative Nachweismethoden des Rearrangements IGH-DUX4

Die genomische Region, in welche DUX4 transloziert, stellt sich auRerordentlich komplex dar
und lasst sich dadurch sehr schwer untersuchen. Aufgrund der kleinen GréRe der Insertion
lasst sich das Rearrangement nicht mit Hilfe von G-Banderung oder Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) detektieren. In den bisherigen Studien wurde vor allem RNA-
Sequenzierung auf Grundlage von Next-Generation-Sequencing als Methode der Detektion
verwendet. [46,48,54,57] Hierbei kann IGH-DUX4 nicht direkt nachgewiesen werden, sondern
lediglich Gber die DUX4 Uberexpression und die Anwesenheit von DUX4-Fusions-
Transkripten. In der Studie von Zhang et al. kamen Genexpressionsanalysen und SNP-
Microarrays zusammen mit Gesamt-Genom-Sequenzierung (Whole-Genome Sequencing;
WGS), Exom-Analyse (Whole-Exome Sequencing; WES) und/ oder Transkriptom-Analyse
(transcriptome sequencing) zum Einsatz. [58] Nordlund et al. verwendeten ,linked-read WGS*
als Methode zur Detektion chromosomaler Rearrangements. Durch diese spezielle Form der
Sequenzierung lassen sich Genom-Regionen im Megabasen-Bereich identifizieren. [85]
Selbst mit diesen leistungsstarken Sequenzierungsmethoden ist die Identifikation von IGH-
DUX4 aulerst schwierig. Des Weiteren sind diese Methoden fir umfangreiche Screening-

Studien noch nicht geeignet und in vielen Studienzentren nicht durchflihrbar. Schab und
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Harrison fassen in ihrer Veroéffentlichung von 2018 zusammen, dass die genomweite RNA-
Sequenzierung die genaueste Methode zur Detektion von BCP-Leukdmien mit DUX4
Rearrangements darstellt. Auch postulieren sie die Mdglichkeit, DUX4 veranderte Patienten
Uber die spezifische Assoziation mit ERG-Deletionen zu detektieren. [86] Zwar sind ERG-
Deletionen ein sensitiver Marker fir IGH-DUX4 Rearrangements. Allerdings finden sie sich nur
bei 30-70% aller positiven Patienten. Somit schlief3t das Nicht-Vorhandensein der ERG-
Deletion eine Positivitat fur IGH-DUX4 nicht aus. [58,87]

Ein interessanter neuer Ansatz von Schumich et al. ist die Detektion der DUX4 Fusion Uber
das Zelloberflachenprotein CD371 durch Durchflusszytometrie. In ihrer Studie von 2019
konnten sie zeigen, dass das Vorhandensein von CD371 als pathognomonisch flir DUX4
veranderte B-Zell ALL anzusehen ist, da das kodierende Gen CLEC12A durch die IGH-DUX4
Fusion Gberexprimiert wird. [88]

Alle diese Methoden kénnen IGH-DUX4 nicht direkt nachweisen. Somit muss mit einem
geringen Anteil an falsch negativen Proben gerechnet werden. Dennoch sind diese Methoden
dem direkten Nachweis des Rearrangements durch die Multiplex-Long-Range PCR dieser

Arbeit Uberlegen und deshalb zu bevorzugen.

4.4 Einordnung der Ergebnisse in die bisher stattgefundenen
Untersuchungen

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren die biologischen Merkmale des Rearrangements schon
sehr gut erforscht. Uber Inzidenz, klinische Charakteristik und prognostische Relevanz war
jedoch sehr wenig bekannt. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Arbeit mit
den bisher stattgefundenen Untersuchungen verglichen.

Lilliebjérn et al. untersuchten in ihrer Studie von 2016 195 Patienten mit kindlicher BCP-ALL;
50 Patienten dieses Kollektivs waren negativ fiir bekannte chromosomale Aberrationen (= ,,B-
Others®). Das Rearrangement IGH-DUX4 wurde in sieben Fallen (3,6%) gefunden. Alle sieben
Patienten konnte den ,B-Others” zugeordnet werden, was einem Anteil von 14% des ,B-
Others" Subkollektivs entsprach. In ihrer Kontrollgruppe von 49 ,B-Others* Patienten konnten
zudem noch 19 IGH-DUX4 Positive gefunden werden (38,8%). Die Patienten dieser Studie
erhielten zwischen Januar 1992 und Januar 2013 ihre Erstdiagnose und wurden zum gré3ten
Teil nach den Protokollen NOPHO 1992, 2000 und 2008 behandelt. [46] In einer anderen
Analyse von Li et al. wurde ebenfalls unter anderem die Inzidenz und prognostische Relevanz
von DUX4 Rearrangements beurteilt. Hier wurden 1223 Falle aus sechs unterschiedlichen

Kohorten, welche im Rahmen anderer Studien untersucht wurden und damit auch nach
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voneinander abweichenden Protokollen behandelt wurden, nochmals aufgearbeitet. In
insgesamt 63 Fallen (5% aller Patienten) wurden DUX4 Rearrangements gefunden, 78%
davon waren IGH-DUX4 transloziert. [89] Dieses Ergebnis lasst sich jedoch schlecht mit der
vorliegenden Arbeit vergleichen, da unter den 63 Positiven auch erwachsene Patienten waren.
Auch fanden die hier als Datenquellen verwendeten Studien Uber deutlich langere Zeitraume
statt.

Der wesentliche Unterschied dieser Arbeit gegenltiber den oben genannten Studien ist, dass
die untersuchten Patienten alle nach dem gleichen Protokoll (AIEOP-BFM ALL 2009)
therapiert wurden. Damit erfullt diese Untersuchung die Forderung nach einer Kohorte mit
einheitlich behandelten Patienten. Dies ist notwendig fir eine Aussage Uber das
Therapieansprechen und den Therapieerfolg. Aulerdem ist der Zeitraum, in welchem die
Patienten ihre Erstdiagnose erhielten (Juni 2010-Dezember 2014), viel geringer.

Die Fusion IGH-DUX4 wurde in dieser Arbeit in 32 Fallen gefunden, was einem Anteil von 8%
der ,B-Others” des untersuchten Zeitraumes entspricht. Damit wurde die Inzidenz im Vergleich
zur Lilliebjorn et al. 2016 Studie deutlich relativiert. Die Ergebnisse sind jedoch aufgrund der
sehr unterschiedlichen Kollektiv-Zusammenstellung und Patientenzahl nur bedingt
vergleichbar. Es muss des Weiteren eingeraumt werden, dass aufgrund einer nicht bekannten
Anzahl von falsch negativen Patienten aus Multiplex-PCR A die tatsachliche Inzidenz
wahrscheinlich héher ist. Endgultige Aussagen Uber Inzidenz des IGH-DUX4 Rearrangements
unter den ,B-Others” kdnnen auch nach diesem Promotions-Projekt nicht getroffen werden.
In den bisherigen Studien wird von einer Assoziation des Rearrangements zu einer hdheren
Altersgruppe der padiatrischen Patienten berichtet, wenn man von einem Altersgipfel der
Erkrankung an ALL von zwei bis flnf Jahren ausgeht. [91] Lilliebjérn et al. beobachteten ein
medianes Alter bei Erstdiagnose von 8,5 Jahren, in der Untersuchung von Marincevic-Zuniga
et al. waren es 9,3 Jahre und bei Yasuda et al. wurden DUX4 Fusionen nur in der AYA-
Generation (adolescents and young adults, Alter: 15-39 Jahre) gefunden. [46,48,90] Das
mediane Alter der IGH-DUX4 positiven Patienten dieser Untersuchung liegt bei 8 Jahren, was
die Hypothese dieser Arbeiten stutzt. Allerdings zeigen sich keine signifikanten Auffalligkeiten
hinsichtlich des Alters bei Erstdiagnose beim Vergleich der Positiven sowohl mit den Negativen
als auch mit dem AIEOP-BFM ALL 2000-Gesamtkollektiv. Es ist also vielmehr von einer
Assoziation der gesamten ,B-Others® Kohorte zu einer héheren Altersgruppe von Patienten
auszugehen (siehe Tab. 6). Das Rearrangement kommt aber auch bei jingeren Patienten vor.
Im Kollektiv dieser Untersuchung war der jingste IGH-DUX4 positive Patient 3 Jahre alt.
In den weiteren untersuchten klinischen Charakteristika (Geschlechterverteilung, initiale
Leukozytenzahl, ZNS-Status) zeigen die Patienten mit positivem IGH-DUX4 Status keine

signifikanten Tendenzen.
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Li et al. berichten von einer guten Prognose und damit einer Assoziation zur niedrigen
Risikogruppe von DUX4 Rearrangements (einschlieBlich /IGH-DUX4) bei kindlicher ALL und
von einem mittleren Risikoprofil bei erwachsenen Patienten. [89] Auch Marincevic-Zuniga et
al. ermittelten unter den neun IGH-DUX4 positiven Patienten ihrer Untersuchung von 2017 nur
einen Ruckfall und schlussfolgerten daraus ebenso eine gute Prognose. [90]

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen jene Bewertungen der IGH-DUX4 Fusion nicht stltzen.
Bei Gegeniberstellung der IGH-DUX4 Positiven zum Gesamtkollektiv der AIEOP-BFM ALL
2000-Studie zeigte sich ein verhaltnismalig schlechteres Ansprechen auf Prednison und
hinsichtlich der Einteilung in die MRD-Risikogruppen eine eindeutige Assoziation des
Rearrangements zum mittleren Risikoprofil (siehe Tab. 8). Ebenso konnten keine signifikanten
Unterschiede beim Vergleich des Therapieerfolgs der Fusions-Positiven und des 2000er
Gesamtkollektivs in der mittleren Risikogruppe nach MRD (siehe Abb. 10) festgestellt werden.
Schlussfolgernd stellen die Ergebnisse dieser Promotions-Arbeit die bisherige Bewertung von

IGH-DUX4 in Frage. Die Fusion ist eher dem mittleren Risikoprofil zuzuordnen.

4.5 IGH-DUX4 als unabhangiger prognostisch relevanter Marker

Um die prognostische Relevanz des Rearrangements IGH-DUX4 einzuschatzen, wurden
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Fusions-Positiven, -Negativen und der Patienten der
AIEOP-BFM ALL 2009-Studie angefertigt. Es muss hierbei angemerkt werden, dass sich unter
den 352 Patienten, welche keine Banden in der Elektrophorese zeigten und damit nicht
sequenziert wurden, vermutlich noch einige Positive befinden. Flr eine endgultige
Schlussfolgerung musste das ,B-Others® Patientenkollektiv nochmal mit einer alternativen
Methode (siehe 2.3) auf das Vorhandensein von IGH-DUX4 gescreent werden. Es lassen sich
trotzdem aussagekraftige Rickschlisse auf die Prognose ziehen. In dem als IGH-DUX4
negativen Subkollektiv dieser Arbeit befinden sich sehr wahrscheinlich noch positive
Patienten. Um dennoch die Auswirkung von IGH-DUX4 auf den Therapieerfolg zu screenen,
wurde das IGH-DUX4 positive Subkollektiv den gesamten Patienten der AIEOP-BFM ALL
2000-Studie gegenilbergestellt. Und auch im Vergleich hierzu konnten keine Unterschiede
hinsichtlich des EFS und der CRI, wobei ein Zeitraum von bis zu acht Jahren verfolgt wurde,
gesehen werden. Somit lasst sich schlussfolgern, dass IGH-DUX4 als alleiniger Marker keinen
prognosebestimmenden Wert hat fiir Patienten, welche nach dem AIEOP-BFM ALL 2009-
Protokoll behandelt werden. Nach jetzigem Erkenntnisstand bringt es damit keinen Mehrwert,

diese Aberration in die Routine-Diagnostik der kindlichen ALL einzuflihren.
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4.6 Ausblick fiir neue Studien

In dieser Untersuchung konnte /IGH-DUX4 als unabhangigem Marker keine prognostische
Bedeutung beigemessen werden. Zur endgultigen Bestatigung muss dies an einem noch
gréReren Patientenkollektiv untersucht werden. Als Methode hierfir sollte die genomweite
RNA-Sequenzierung zum Einsatz kommen, da bislang keine auflésungsstarkere Methode zur
Detektion des Rearrangements entwickelt werden konnte. [86,90]. Sehr interessant kdnnte es
sein, das untersuchte ,B-Others“-Kollektiv auf den Oberflachenmarker CD371 uber
Durchflusszytometrie zu screenen und hierbei die neue Methode an einem grofien
Patientenkollektiv zu testen. Kénnte diese Verknipfung von CD371 und DUX4-veranderter
ALL verifiziert werden, ergabe sich hier auch eine Mdglichkeit fir neue Antikérper-Therapien.
[88] Weiterhin kdnnte das untersuchte Kollektiv auch auf ERG-Deletionen untersucht werden.
Denn sowohl Lilliebjérn et al. als auch Zhang et al. und Dong et al. vermuten, dass die
Translokation von DUX4 in den IGH-Lokus das vorausgehende Event flir ERG-Deletionen
darstellt. [46,56,58] Mogliche Methoden hierflr waren eine Multiplex-PCR mit anschlieiender
Sanger-Sequenzierung, SNP-Arrays, Analyse der ERGa+-Expression Uber RNA-
Sequenzierung oder Amplifikations-Sequenzierung. [87,92] So kdnnte man sowohl bestatigen,
dass die IGH-DUX4 Translokation das vorausgehende Event fiir ERG-Deletionen darstellt, als
auch Aussagen darlber treffen, ob die ERG-Deletion die prognostische Relevanz von IGH-
DUX4 verandert. Stanulla et al. stellen in ihrer Veroéffentlichung von 2018 das prognostische
Profil IKZF1Ps vor, welches sich zusammensetzt aus /KZF1-Deletionen mit zusatzlichen
Deletionen von CDKN2A, CDKN2B, PAX5 oder PAR1 bei gleichzeitigem Fehlen von ERG-
Deletionen. Dieses Profil ist assoziiert mit einer auRerordentlich schlechten Prognose, gepragt
von deutlich mehr Rezidiven als beim alleinigen Vorhandensein von IKZF1-Deletionen. [81]
Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass IGH-DUX4 mit der daraus resultierenden
Deregulation von ERG das schlechte Outcome von Aberrationen, wie zum Beispiel IKZF1-
Deletionen, verbessert. Eine weitere Studie Uber das gemeinsame Auftreten von IGH-DUX4
und IKZF1-Deletionen kénnte ein Ansatz fiir die Erstellung eines neuen prognostischen Profils

sein, dahnlich dem von IKZF 1Plus,
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Jahrlich erkranken etwa 500 Kinder und Jugendliche an einer Akuten Lymphoblastischen
Leukdmie (ALL), was sie zur haufigsten Krebserkrankung des Kindesalters macht. Trotz
stetiger Forschung und Anpassung der Therapien erleiden 15-20% der Patienten ein Rezidiv
ihrer Erkrankung. Auch stellen die Nebenwirkungen sowie die Langzeitfolgen der intensiven
Therapie eine Herausforderung der medizinischen Versorgung dar. Daher muss es weiterhin
ein wichtiges Ziel der Forschung sein, die Therapie noch mehr zu individualisieren. Einen
Meilenstein hierfir stellt die Identifikation neuer prognostisch relevanter Marker dar. Bereits
zum Diagnosezeitpunkt konnten so Patienten identifiziert werden, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit rezidivieren und damit frihzeitig in die HR-Gruppe mit resultierender
intensivierter Therapie eingeteilt werden. Zum jetzigen Zeitpunkt sind mehr als 20
verschiedene Subgruppen mit chromosomalen Aberrationen, Sequenz-Mutationen oder
anderen heterogenen genetischen Veranderungen der B-Vorlauferzell-ALL bekannt. Einigen
dieser Marker konnte eine prognostische Relevanz zugeschrieben werden und deshalb
werden sie routinemalig in der initialen Diagnostik einer neu entdeckten ALL bestimmt.
In circa 30-40% kdnnen jedoch die standardmaRig bestimmten prognoserelevanten Marker
ETV6-RUNX1, KMTZ2A-AFF1, BCR-ABL1, High-Hyperdiploidie und Hypodiploidie nicht
gefunden werden. Diese ,B-Others” Patienten sind gepragt von einem mittleren Risikoprofil.
Lilliebjérn et al. konnten das Rearrangement IGH-DUX4 als einen Subtyp der ,B-Others*
identifizieren. Studien mit einer ausreichend grofRen Fallzahl flir Aussagen Uber Inzidenz und
prognostische Relevanz des Rearrangements gab es bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch
nicht. So war es das wesentliche Ziel dieser Arbeit, an die Lilljebjorn et al. Studie anzuknupfen
und die Fusion naher hinsichtlich dieser Kriterien zu untersuchen. Hierfir wurde ein
Patientenkollektiv von 396 ,B-Others“ Patienten auf das Vorhandensein von IGH-DUX4
getestet und retrospektiv der Verlauf der Erkrankung betrachtet. Fir die Detektion wurde ein
neu entwickelter Multiplex-Long-Range PCR-Ansatz (bestehend aus ,PCR A* und ,PCR B*)
verwendet, welcher theoretisch den Nachweis aller mdglichen bisher beschriebenen IGH-
DUX4 Translokationen erlauben sollte. Hierbei zeigte sich, dass diese Methode allein nicht zur
Identifikation des Rearrangements geeignet ist. Nur mit Hilfe von zuséatzlichen
Sequenzierungsmethoden kénnen falsch positive Ergebnisse erkannt werden. Aufzerdem ist
von einer nicht bekannten Anzahl falsch negativer Befunde in PCR A auszugehen. Fir
zukinftige Studien zu diesem neuen ,B-Others“-Subtyp sollte auf andere Ansatze,

beispielsweise  die  genomweite = RNA-Sequenzierung, zurlickgegriffen  werden.
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Allerdings ist selbst mit solch leistungsstarken Sequenzierungsmethoden die Detektion von
IGH-DUX4 aufgrund seiner Komplexitat schwierig.

Mit einem Anteil von etwa 8% an der ,B-Others“ Kohorte ware die Inzidenz laut dieser
Untersuchung deutlich geringer als in der Grundlagen-Studie dieses Projektes. Doch
endgultige Aussagen uber die Inzidenz kénnen aufgrund der unbekannten Anzahl von falsch
negativen Patienten nicht getroffen werden. Die Assoziation zu eher alteren Patienten
(medianes Alter etwa acht Jahren) lie3 sich bestatigen. Dennoch kann dies nicht als
charakteristisch flir das IGH-DUX4 Rearrangement eingeschatzt werden, da ebenso das
gesamte ,B-Others“-Kollektiv ein eher hdheres Alter bei Erstdiagnose aufzeigt. Die in der
bisherigen Literatur beschriebene glinstige Prognose des Rearrangements wird durch diese
Arbeit in Frage gestellt. Die IGH-DUX4 positiven Patienten zeigten im Vergleich zum
Gesamtkollektiv der AIEOP-BFM ALL 2000-Studie ein schlechteres Ansprechen auf Prednison
sowie eine eindeutige Verknlipfung mit dem mittleren Risikoprofil nach MRD. Eine Auswirkung

auf den Therapieerfolg liel3 sich fir die Fusions-Positiven nicht nachweisen.

Zusammenfassend konnte dem Rearrangement IGH-DUX4 als unabhangiger Marker keine
prognostische Bedeutung fir Patienten, welche gemafl dem AIEOP-BFM ALL 2009-Protokoll
behandelt wurden, beigemessen werden.

AuRerst interessant kénnte es sein, das untersuchte Kollektiv auf CD371 zu screenen und die
fur dieses Oberflachen-Antigen Positiven mit den durch Sequenzierung bestatigten IGH-DUX4
Positiven abzugleichen. Hierbei kénnte nicht nur eine weitere Methode zur Detektion von
DUX4 veranderter ALL etabliert werden, sondern auch ein moglicher Angriffspunkt fir neue

Antikérper-Therapien gefunden werden.
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