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1 EINLEITUNG 

1.1 Charakterisierung der Akuten Lymphoblastischen Leukämie im Kindes- 
und Jugendalter 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

„Bei der akuten lymphoblastischen Leukämie (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 können.“ [1] 

Hierbei vermehren sich ungehemmt genetisch abnorme hämatopoetische Vorläuferzellen und 

verdrängen auf diese Weise die physiologische Blutbildung und führen zu einer funktionellen 

Knochenmarkinsuffizienz. [2] Bei der ALL handelt es sich mit einem Anteil von 80% um die 

häufigste Form der Leukämie im Kindes- und Jugendalter. Laut Angaben des deutschen 

Kinderkrebsregisters (Mainz) erkranken circa 450 Kinder und Jugendliche unter 15 Jahren 

jährlich 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 möglich. Jungen 

erkranken im Schnitt etwa 1,3- bis 1,5mal häufiger als Mädchen. [1] Unbehandelt verläuft die 

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

1.1.2 Ätiologie 

Die Ätiologie der ALL ist weitgehend ungeklärt. Allerdings können einige Faktoren mit einer 

erhöhten Inzidenz in Verbindung gebracht werden. Am wahrscheinlichsten ist, dass ein 

Zusammenspiel von genetischen und Umweltfaktoren der Entstehung der meisten ALL-Fälle 

zugrunde liegt. 

Angeborene genetische Syndrome können mit etwa 5% aller akuten Leukämien (lymphatische 

und myeloische) in Verbindung gebracht werden. Ein bekanntes Beispiel für eine angeborene 

Prädisposition ist die Trisomie 21. Bei Kindern mit Down-Syndrom ist die Inzidenz der 

Leukämie um das 10- bis 20-fache erhöht. Auch das Klinefelter-Syndrom und hereditäre 

Syndrome, die mit einer exzessiven chromosomalen Brüchigkeit einhergehen, wie die 

Fanconi-Anämie, das Bloom-Syndrom und Ataxia teleangiectasia, sind mit einem erhöhten 

Erkrankungsrisiko für ALL assoziiert. [4]  
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Eine chronische Strahlenexposition sowie eine Exposition gegenüber myelotoxischen  

Substanzen, wie dem Umweltgift Benzol oder Zytostatika aus der Gruppe der Alkylantien und 

Topoisomerase-II-Inhibitoren sind mit einem erhöhten Aufkommen von ALL-Fällen verknüpft. 

[4,5] Demgegenüber werden Stillen des Kindes sowie Erkrankungen an Neurodermitis und 

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

1.1.3 Klinische Symptome und Diagnostik 

In zwei Drittel der Fälle entwickeln sich die Symptome innerhalb von vier Wochen. Am Anfang 

stehen unspezifische Anzeichen, welche an einen Virusinfekt erinnern: Blässe, 

Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit und wechselnde Schmerzzustände, besonders in den Beinen. 

Im Verlauf führt die zunehmende Knochenmarkinsuffizienz zu Anämie, Blutungen infolge der 

Thrombozytopenie und Infektneigung durch Leukopenie. Eine mehr oder minder ausgeprägte 

Hepatosplenomegalie findet sich bei zwei Drittel der Kinder. Werden die Hirnhäute befallen 

(Meningeosis leukaemica), kommt es zu Kopfschmerzen, Erbrechen und zu oft irreversiblen 

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

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

Symptome/ Laborwerte Häufigkeit (% der Patienten) 

Fieber 61 
Blutungen (Haut- und Schleimhaut) 48 
Knochenschmerzen 23 
Splenomegalie/ Hepatomegalie 63/ 68 
Lymphknotenvergrößerung 50 
Leukozytenzahl [/µl Blut] 
  > 50.000 
  < 10.000 

 
17 
53 

Hämoglobin [g/dl] 
  > 11,0 
  < 7,0 

 
12 
43 

Thrombozyten [/µl Blut] 
  > 100.000 
  < 20.000 

 
25 
28 

 

Für die Diagnose der ALL beweisend ist eine Knochenmarkpunktion, welche bei Kindern meist 

am hinteren Beckenkamm durchgeführt wird. Hierbei findet sich eine weitgehend erloschene 

physiologische Hämatopoese bei einer über 80%igen Metaplasie mit Leukämiezellen. 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 hierfür sind Zellgröße, Zellkern-Plasma Relation, Prominenz der 

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

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

 

Von der WHO (World Health Organization) wurde festgelegt, dass ein Knochenmarkbefall von 

≥25% suffizient ist für die Diagnose ALL und es wurden neue Leitlinien eingeführt, 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 

Leukämie vom Burkitt-Typ einer völlig anderen Behandlung. [2] 

Die größte Bedeutung für Diagnosesicherung und Klassifikation hat die 

Immunphänotypisierung. Solche Analysen beinhalten die Nutzung von spezifischen 

monoklonalen Antikörpern für das Erkennen von verschiedenen Oberflächen- und 

intrazellulären 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 über die Zellreife ermöglicht. [4,8] Die Proben der vorliegenden 

Arbeit stammen von Patienten mit BCP-ALL (B-Vorläuferzell-ALL), der häufigsten 

Leukämieform im Kindesalter. [10] In bis zu 85% aller Leukämie-Fälle sind chromosomale 

Aberrationen vorhanden und erbringen wichtige prognostisch relevante Informationen für die 

Therapieplanung. [11] Diese Neuanordnungen der Chromosomen, welche sowohl in 

struktureller als auch in numerischer Ebene vorhanden sein können, werden detektiert mit 

konventioneller Karyotypisierung, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und mit 

molekularbiologischen Verfahren wie der Polymerasekettenreaktion. [12]  

Die WHO aktualisiert regelmäßig ihre Nomenklatur zur ALL, in welcher morphologische, 

immunologische und genetische Eigenschaften zu einer einheitlichen Klassifikation 

zusammengefasst werden. In der überarbeiteten Version von 2017 werden besonders die 

bekannten Genrearrangements und Ploidien und die daraus folgende prognostische Relevanz 

berücksichtigt. [13] 

 

L1 Kleine, monomorphe Zellen; Häufigster Subtyp 
L2 Große, heterogene Zellen; große Blasten, pleomorph, multiple Nukleoli 
L3 Burkitt-like Zelltyp; große, homogene Blasten; weites, basophiles 

Zytoplasma mit Vakuolen 
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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 Fälle im Rahmen der AIEOP-BFM ALL-Studie 

unter Leitung von Professor M. Schrappe. [14] Aktuell läuft die Studie AIEOP-BFM ALL 2017. 

Im Folgenden wird jedoch auf die Vorgängerstudie 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]  

Zunächst wird die Therapie durch eine „zytoreduktive Vorphase“ eingeleitet. Diese besteht aus 

einer ca. einwöchigen Behandlung mit Prednison und einer einmaligen intrathekalen Gabe von 

Methotrexat (MTX). Für die Remissionsinduktion der ALL im Kindesalter werden meist vier 

Substanzen verwendet: Prednison, L-Asparaginase, Daunorubicin und Vincristin. Durch diese 

hochdosierte Chemotherapie (Protokoll IA) 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. Hierfür werden 6-Mercaptopurin 

(MP), Cytarabin und Cyclophosphamid eingesetzt. [15] Es schließt sich die 

Extrakompartmenttherapie an, um Organmanifestationen, wie vor allem Hoden und ZNS, zu 

erreichen. Die Therapie-Intensität richtet sich dabei nach der Risikogruppe des einzelnen 

Patienten. Bei Standard- und intermediärem Risiko erhalten die Patienten über etwa zwei 

Monate eine gemäßigte Chemotherapie (Protokoll M). Bei hohem Risiko ist diese Therapie 

intensiver und dauert circa drei Monate. [17] Besonders Hochdosis-Methotrexat hat sich für 

die Behandlung des ZNS als wirksam erwiesen. [18,19] Nach mehrwöchigem Abstand wird 

die Induktionstherapie in ähnlicher Form wiederholt (Protokoll II und III). Dies dient der 

endgültigen Zerstörung aller Leukämiezellen und minimiert das Risiko eines 

Krankheitsrückfalls. Bei manchen Patienten muss eine prophylaktische Schädelbestrahlung 

erfolgen, was vom Immunphänotyp der ALL und der Risikogruppe abhängig 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 ungünstiger Prognose kann eine allogene Stammzelltransplantation 

durchgeführt werden. [15] 
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Dank der stetigen Forschung und Integration neuer Erkenntnisse in die aktuellen 

Therapieprotokolle kann bei über 80% der ALL-Patienten eine langfristige Heilung erreicht 

werden. [19,20] Die Intensität 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 

für diese Einteilung sind Immunphänotyp, Therapieansprechen sowie zyto- und 

molekulargenetische Marker. [14] Parameter für das morphologische Therapieansprechen 

sind die Anzahl an leukämischen 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 über 

zwei verschiedene Analysemethoden bestimmt wird: An Tag 15 der Induktionsbehandlung 

erfolgt die durchflusszytometrische Bestimmung (FCM-MRD). Ergebnisse der FCM-MRD 

werden für 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 über die Quantifizierung von leukämiespezischen 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 

erfüllen:  

- Nachweis von mindestens 1000 Blasten pro µl Blut nach der zytoreduktiven Vorphase 

(Prednisone Poor Response, PPR) 

- Keine komplette Remission an Tag 33 (TP1) nach der Induktionstherapie 

- Positivität für MLL-AF4 (neue Bezeichnung: KMT2A-AFF1) bzw. Translokation t(4;11) 

oder Hypodiploidie (<45 Chromosomen) 

- MRD basierte Kriterien: 

 PCR-MRD-HR (≥10-3 zu Woche 12) 

 PCR-MRD-MR SER (≥10-3 am Tag 33 und MRD-positiv bei einem Level <10-3 zu 

Woche 12) 

 FCM-MRD am Tag 15 im Knochenmark ist ≥ 10% 

Patienten der Standard-Risikogruppe (SR) sind negativ für die HR-Kriterien und negativ für 

PCR-MRD an Tag 33 und Woche 12. In die MR-Gruppe werden alle Patienten eingeteilt, die 

weder SR- noch HR-Kriterien erfüllen (siehe Abbildung 1).  

Obwohl in der Therapie der kindlichen ALL große Fortschritte gemacht werden, erleiden nach 

wie vor 10-20% der Kinder einen Rückfall und bedürfen 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] 
Erläuterungen:  
PCR-MRD: HR: MRD ≥10-3 an TP2; MR: MRD positiv an TP1 u./o. TP2 und MRD-Last <10-3 an TP2; MR SER 
(Slow Early Responders): MRD ≥10-3 an TP1 und MRD <10-3 an TP2  Behandlung erfolgt nach dem HR-Protokoll; 
SR: keine MRD-Last an TP1 und TP2 
*Vorläufer-B-Zell-ALL oder unbekannter Phänotyp 
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Die höchste Wahrscheinlichkeit für ein Rezidiv haben Patienten der HR-Gruppe. Doch auffällig 

ist, dass ungefähr 50% der Patienten, die einen erneuten Leukämieschub erleiden, 

ursprünglich der MR/IR-Gruppe zugeteilt wurden. [28,29] 

Die große und zum Teil noch nicht bekannte Heterogenität 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 ermöglichen. [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 Leukämiezellen sehr relevant für die 

Risikostratifizierung. 

Die Translokation t(12;21), welche die Fusion ETV6-RUNX1 bildet, ist ebenso wie 

Hyperdiploidie assoziiert mit einer günstigen Prognose. Mit einem Anteil von jeweils etwa 25% 

sind dies die häufigsten Veränderungen 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 erhöht ist. [35] 

Dem gegenüber 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 Veränderung in die HR-Gruppe des AIEOP-BFM ALL-

Therapieplans eingeordnet werden. [27,36–39] Da in mehreren Studien die ebenfalls 

ungünstige Prognose von Hypodiploidie (<45 Chromosomen oder DNA-Index <0,8) gezeigt 

werden konnte, wurde in die 2009er Studie auch dieses Merkmal als Kriterium für die 

Einteilung in die HR-Gruppe eingeführt. [40,41] BCR-ABL1 positive Patienten, welche einen 

Anteil von etwa 3-5% kindlicher BCP-Leukämien 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 Einführung der Behandlung mit Tyrosinkinase-

Inhibitoren erreichen bis zu 70% dieser Patienten ein EFS von 5 Jahren, obwohl die Prognose 

dieser Patienten ursprünglich als sehr schlecht einzuschätzen war. [45]  

In ungefähr 30-40% der Fälle 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 Veränderungen in dieser Kohorte könnte zum Verständnis der Genese der 

Leukämie beitragen und neue Ansatzpunkte für eine bessere personalisierte Therapie liefern. 

Vor Kurzem konnte eine neue Subgruppe von kindlichen BCP-ALL Fällen 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-

Leukämien bei Kindern ausgemacht werden. [46] 

In den allermeisten Fällen 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. Ähnliche D4Z4 Repeats liegen auch auf 

Chromosom 10q. [48] DUX4 codiert ein Protein mit einer double homebox Domäne (double 

homebox protein 4). [46] Das Gen wird physiologischer Weise nur in Keimzellen exprimiert 

und ist in somatischem Gewebe durch epigenetische Prozesse unterdrückt. [49,50] Der 

Verlust dieser Repression führt zur Entstehung der faszioscapulohumeralen 

Muskeldystrophie. [51–53]  

IGH-DUX4 Translokationen stellen ein frühes Event in der Leukämogenese 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 leukämischen 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 Fällen wird bei der Translokation das 

3´Ende von WT-DUX4 durch ein Fragment von IGH oder einem anderen Gen ersetzt, wodurch 

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

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 zelluläre Transformation von NIH3T3 Fibroblasten fördert. In der Yasuda et 

al. Studie wurde das Leukämie auslösende Potenzial des IGH-DUX4 Rearrangements 

untersucht: Das Einschleusen von IGH-DUX4 in unreife B-Zellen von Mäusen führte zu einer 

defekten Differenzierung der B-Zellen und leukämischer Umwandlung. [48] Doch nach wie vor 

ist unklar, auf welche Weise DUX4 Fusionen zu leukämischen Entwicklungen beitragen. [55] 

Dong et al. beobachteten, dass die Translokation von DUX4 in den IGH-Lokus zur 

Überexpression bestimmter Zielgene von DUX4, wie zum Beispiel STAP1, ERGalt oder 

PCDH17, führt. [56] Zhang et al. und Liu et al. konnten in ihren Studien zeigen, dass DUX4 

Fusionen überzufällig häufig zusammen mit Deletionen von ERG (ETS transcription factor 

gene) auftreten, sodass geschlussfolgert wurde, dass IGH-DUX4 Fusionen das 

vorausgehende Event für ERG-Deletionen sein könnten. Aber auch die Rolle von ERG in der 

Entstehung der ALL ist noch unbekannt. Ebenfalls auffällig war das gemeinsame Auftreten 

von IGH-DUX4/ERG-ALL zusammen mit IKZF1-Deletionen. Veränderungen 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 Lilljebjörn 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 Lilljebjörn et al. 2016 Studie anzuknüpfen. Dabei 

sollen Inzidenz und prognostische Relevanz des IGH-DUX4 Rearrangements an einem 

größeren 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. Lässt sich ein Zusammenhang finden zwischen Positivität für das Rearrangement und 

Therapieansprechen?  

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

Patienten? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Arbeitsmaterialien 

Tab. 3: Verwendete Materialien und Geräte 
 

Bezeichnung Name (Hersteller) 

50, 15 ml Röhrchen (Eppendorf) 

Glaspipette (Sarstedt) 

Pipetten (Eppendorf) 

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips (Sarstedt) 

Zentrifuge Centrifuge 5415 D (Eppendorf) 

Mikroreaktionsgefäße  

1000 µl, 500 µl 

(Sarstedt) 

Neubauer-Zählkammer (Marienfeld) 

Spectrophotometer Nano-Drop ND 1000  

(Thermo Fischer Scientific) 

Vortexer Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) 

8er-Streifen (Sarstedt) 

12er-Streifen QX 0,2 ml 12-Tube Strings (QIAGEN) 

Mikrozentrifuge Galaxy Mini (VWR) 

96-well-PCR-Platte (Sarstedt) 

Thermo-Cycler Mastercycler (Eppendorf) 

Primus 96 plus (MWG-BIOTECH) 

QIAXCEL DNA High Resolution Kit (QIAGEN) 

QUIaxcel Advanced Instrument (QIAGEN) 

Elektrophorese Kammer Whalman (Biometra) 

Elektrophorese: Strom-Versorgung Electrophoresis Power Supply- EPS 601 

(amersham pharmacia biotech) 

GenUPTM PCR/Gel Cleanup Kit (biotechrabbit) 

Thermomixer Thermomixer comfort (Eppendorf) 

Barcodes für Sequenzierung LIGHTRUN (eurofinsGenomics) 

Kühlschrank (Liebherr) 

Gefrierschrank (-20°C) (Liebherr) 
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Tab. 4: Verwendete Reagenzien 
 

Bezeichnung Name (Hersteller)  

PBS (Phospate Buffer Saline) (Merck) 

Ficoll-Lösung Biocoll Separating Solution 

(Biochrom AG) 

Türks-Lösung (Merck) 

QIAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN) 

TE-Puffer  (Sigma Aldrich) 

Primer: 

IGH 327_F 

IGH Jgenomic_F 

DUX4 fw_R 

DUX4 rev_R 

 

(invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific) 

QIAGEN Long Range PCR Kit  (QIAGEN) 

Q5 High-Fidelity DNA polymerase 

Kit 

(New England BioLabs®Inc.) 

dNTPs (Fermentas) 

QIAXCEL DNA High Resolution 

Kit 

(QIAGEN)  

PCR-Produktgrößen-Marker QX Size Marker 250bp-8kb 

(QIAGEN) 

PCR-Größenabgleich-Marker QX Alignment Marker 15bp/ 10 kb 

(QIAGEN) 

Färbemittel für Elektrophorese Gel Loading Dye Purple (New 

England BioLabs®Inc.) 

GenUPTM PCR/Gel Cleanup Kit (biotechrabbit)  
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2.2 Patienten 

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an kryokonservierten Blut- und 

Knochenmarkproben durchgeführt. 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 zuständige 

Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universität 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 möglichen unabhängigen prognostisch relevanten Marker zu 

untersuchen, wurde das Kollektiv für dieses Projekt aus Patienten zusammengestellt, welche 

negativ für die folgenden biologischen Marker getestet wurden (= „B-Others“): 

- ETV6-RUNX1 

- KMT2A-AFF1 

- E2A-PBX1 

- Hyper- und Hypodiploidie 

Auch eine Positivität für BCR-ABL1 stellt ein Ausschlusskriterium für 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 mononukleärer Zellen 

Mit Hilfe der Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation können mononukleäre Zellen 

(MNC) aus dem antikoagulierten Vollblut von den restlichen Blutbestandteilen fraktioniert 

werden. Das Blut bzw. das Knochenmark wurde hierfür mit PBS-Puffer (Phosphate buffered 

saline) ausgewaschen, verdünnt und nachfolgend auf ein Röhrchen mit Ficoll-Lösung 

pipettiert, wobei sich die beiden Phasen nicht vermischen durften. 



  Material und Methoden  

14  

Abb. 3: Erstellung des „B-Others“ Patientenkollektivs 

 

Das synthetische Polysaccharid Ficoll besitzt eine geringere Dichte als die von Erythrozyten 

und Granulozyten, aber eine größere als die von Lymphozyten, Monozyten und 

Thrombozyten. Nach einer Zentrifugation reichern sich also die mononukleären Zellen in der 

Interphase zwischen Plasma und Ficoll an, während Erythrozyten und Granulozyten am Boden 

des Röhrchens ein Sediment bilden. [60] Die MNC-Schicht wurde vorsichtig abpipettiert, 

zentrifugiert, mit PBS ausgewaschen und nochmals herunterzentrifugiert.  

2.3.2 DNA-Aufbereitung über 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 (wässrige Lösung aus Trometamol und Ethylendiamintetraessigsäure) 

konnte hierdurch hochkonzentrierte DNA gewonnen werden. Die genaue Konzentration an 

Nukleinsäuren wurde durch ein Spectrophotometer (NanoDrop) ermittelt. Für die PCR wurde 

die DNA mit TE-Puffer auf 20 ng/µl verdünnt. 

2.4 Die Polymerase-Kettenreaktion 

2.4.1 Übersicht 

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt und wurde seitdem 

stetig modifiziert. Die grundlegenden Komponenten für die in vitro Amplifikation von DNA bzw. 

spezifischen Abschnitten sind hierbei: 

- das Template (Ausgangs-DNA), 

- spezifische Oligonucleotidmoleküle, die sich am 3´- und 5´-Ende des zu 

vervielfältigenden 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 für die Reaktion. 

 

Die PCR wird in drei Schritte unterteilt. Der erste Schritt ist durch die Denaturierung des DNA-

Doppelstranges gekennzeichnet, wobei die Wasserstoffbrückenbindungen gesprengt werden. 

Dieser Prozess sollte bei 95°C ablaufen und dauert nur wenige Sekunden. Es folgt die Primer-

Anlagerung (Annealing) nach einer Abkühlung 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 für die DNA-Polymerase. Diese arbeitet bei etwa 68-75°C und verlängert den 

DNA-Strang um etwa 1000 Basenpaare (bp) pro 60 Sekunden. Die Elongation wird 

abgebrochen, wenn der rückwärtsgerichtete Primer (Reverse-Primer) erreicht ist. Der neu 

synthetisierte DNA-Strang dient nun ebenfalls als Matrize im nächsten 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 können 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 für unterschiedliche 

PCR-Protokolle jeweils andere Polymerase-Mischungen die besten Ergebnisse erzielen 

können. Essenziell für die Vervielfältigung solch großer DNA-Fragmente ist die genaue 

Einhaltung des PCR-Protokolls und der Pufferkonzentration. [64]  

Lilljebjörn et al. konnten die Bruchpunkte von allen 19 bisher publizierten IGH-DUX4 positiven 

Fällen analysieren und eine gemeinsame 10kb große Bruchpunkt-Region mit einer Insertion 

entweder des 3´ oder des 5´ Endes von DUX4 identifizieren. Hiervon ließ sich ein PCR-Assay 

ableiten, welches theoretisch die Amplifikation aller IGH-DUX4 fusionierten Fälle ermöglichen 

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

PCR A beinhaltete zusätzlich einen Primer, der sich an die 5´-Region von DUX4 anlagerte 

(=Vorwärts-Reverse-Primer, DUX4 A fw_R-Primer) und PCR B einen für die 3´-Region von 

DUX4 (=Rückwärts-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. Für PCR A wurde das QIAGEN Long Range PCR Kit verwendet und für 

PCR B das Q5 High-Fidelity DNA polymerase Set von NEB (New England BioLabs®GmbH). 

Alle Proben mit einer Bande in einem der beiden Ansätze sollten durch eine demultiplexte PCR 

validiert werden. Hierfür wurden die PCR-Assays mit jeweils nur einem der beiden 

Vorwärtsprimer durchgeführt. IGH-DUX4 Positive mussten dann in mindestens einem der 

demultiplexten PCR-Assays eine Bande ergeben.  

  

IGH-327F IGH-JF 

IGH-327F IGH-JF 
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2.5 Assaydesign 

Das in Kapitel 1.3 vorgestellte Rearrangement IGH-DUX4 wurde auf seine Anwesenheit in der 

DNA leukämischer Blasten aus Blut-/ Knochenmarkproben von 396 Patienten untersucht. Die 

Primer wurden von Lilljebjörn et al. der Lund Universität Schweden entworfen und wurden für 

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. Für 

die PCR-Ansätze wurden die Primer Stich-Lösungen jeweils frisch auf 25 µM mit Wasser 

verdünnt.  

 

Tab. 5: Sequenzen der verwendeten Primer  
 

 

 

 

 

 

 

 

2.6 Reaktionsansatz und -protokoll 

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

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

 

45 µl Mastermix von PCR A (Multiplex) enthielten:  

- 34,7 µl Wasser 

- 5 µl 10x Long Range Buffer (QIAGEN Long Range PCR Kit) 

- 2,5 µl dNTPs (QIAGEN Long Range PCR Kit) 

- 0,8 µl IGH 327_F (25 µM) 

- 0,8 µl IGH J_F (25 µM) 

- 0,8 µl DUX4 fw_R (25 µM)  

- 0,4 µl LongRange Enzyme (QIAGEN Long Range PCR Kit) 

Name Primer Sequenz (5´nach 3´)  

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 B rev_R  Reverse CAG AGG GGG TCT CCC AAC 
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45 µl Mastermix von PCR A (demultiplext) enthielten: 

- 35,3 µl Wasser 

- 5 µl 10x Long Range Buffer (QIAGEN Long Range PCR Kit) 

- 2,5 µl dNTPs (QIAGEN Long Range PCR Kit) 

- 0,8 µl IGH 327_F (25 µM) oder 0,8 µl IGH J_F (25 µM) 

- 0,8 µl DUX4 fw_R (25 µM)  

- 0,4 µl LongRange Enzyme (QIAGEN Long Range PCR Kit) 

 

45 µl Mastermix von PCR B (Multiplex) enthielten:  

- 20,5 µl Wasser 

- 10 µl 5x Q5 Reaction Buffer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB) 

- 10 µl 5x Q5 High GC Enhancer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB) 

- 1 µl dNTPs  

- 1 µl IGH 327_F (25 µM) 

- 1 µl IGH J_F (25 µM) 

- 1 µl DUX4 rev_R (25 µM) 

- 0,5 µl Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB) 

 

45 µl Mastermix von PCR B (demultiplext) enthielten:  

- 21,5 µl Wasser 

- 10 µl 5x Q5 Reaction Buffer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB) 

- 10 µl 5x Q5 High GC Enhancer (Q5 High-Fidelity DNA polymerase Kit, NEB) 

- 1 µl dNTPs  

- 1 µl IGH 327_F (25 µM) oder 1 µl IGH J_F (25 µM) 

- 1 µl DUX4 rev_R (25 µM) 

- 0,5 µl 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. Für die 

Durchführung von PCR A wurde der Mastercycler von Eppendorf und für PCR B der Primus 

96 plus von MWG-BIOTECH genutzt. Die einzelnen Schritte der PCR sind in Kapitel 2.4.1 

aufgeführt. 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 aussagekräftigsten Ergebnisse: 

PCR A: 

1. 1 Zyklus bei 93°C für 3 Minuten 

2. 35 Zyklen bei 93°C für 15 Sekunden, 62°C für 30 Sekunden und 68°C für 3 Minuten 

und 20 Sekunden 

3. 1 Zyklus bei 68°C für 2 Minuten 

4. Kühlung auf 10°C bis die PCR-Produkte aus dem Cycler in den Kühlschrank gestellt 

oder direkt verwendet wurden 

 

PCR B: 

1. 1 Zyklus bei 98°C für 30 Sekunden 

2. 35 Zyklen bei 98°C für 10 Sekunden, 64°C für 30 Sekunden, 72°C für 1 Minute und 30 

Sekunden 

3. 1 Zyklus bei 72°C für 2 Minuten 

4. Kühlung auf 10°C bis die PCR-Produkte aus dem Cycler in den Kühlschrank gestellt 

oder direkt verwendet wurden  

2.7 (Gel-)Elektrophorese 

Um das Vorhandensein der amplifizierten PCR-Produkte und damit der IGH-DUX4 Fusion 

feststellen zu können, wurde im nächsten Schritt eine Elektrophorese durchgeführt. Hierzu 

wurde das QIAxcel Advanced System (siehe Abb. 6) verwendet, welches eine voll 

automatische Kapillar-Elektrophorese durchführen kann. [66] Hierzu wurde 15 µl PCR-Produkt 

aus jedem Tube in 12er Streifen (QX 0,2 ml 12-Tube-Strings, QIAGEN) und darauf ein Tropfen 

Öl (QX Mineral Oil, QIAGEN) pipettiert. In das erste Röhrchen des 12er Streifens wurden 6 µl 

QX Size Marker 250 bp-8kb (QIAGEN) plus 6 µl QX DNA Dilution Buffer (QIAGEN) und 

ebenfalls ein Tropfen Öl gegeben. Des Weiteren brauchte man für die Analyse im QIAxcel 

noch den QX Alignment-Marker 15bp/10kb (QIAGEN) für die Produktgrößen-Kalibrierung des 

Geräts. 
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Abb. 6: Beispielhaftes Ergebnis einer Kapillar-Elektrophorese mit dem QIAxcel Gerät von 
QIAGEN von PCR B 
Erläuterungen: B01: DNA-Size Marker; B02: Negativ-Kontrolle H2O; 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 Durchführung  

Pro Lauf wurde in der Regel die DNA von jeweils 19 bis 31 Proben in den beiden PCR-

Ansätzen vervielfältigt und anschließend im QIAxcel Gerät 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 aussagekräftig waren. In diesen Fällen wurde die PCR wiederholt. Nach 

der Messung aller Proben wurde der Versuch für alle als positiv befundenen Proben erneut 

durchgeführt, um zu überprüfen, ob die Banden reproduzierbar waren. Im Anschluss wurden 

die demultiplexten PCR-Assays für 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 präsentierte, wurde entschieden, alle für positiv befundenen Proben der Multiplex- 

und demultiplexten PCR durch Sequenzierung zu bestätigen (siehe Abb. 7). Die Firma GATC 

biotech als Teil von eurofinsGenomics bietet die Dienstleistung des Next Generation 

Sequencing an. Hierfür wurden jeweils 25 µl PCR Produkt mit 5 µl Gel Loading Dye, Purple 

(NEB) angefärbt und auf ein Gel gegeben. Es wurde nun eine konventionelle 

Gelelektrophorese durchgeführt 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 GenUpTM PCR/Gel Cleanup Kits von biotechrabbit aufbereitet.  

Von dem entstandenen DNA-Lysat wurden dann 5 µl mit je 5 µl Primer (5 µM) in ein mit einem 

Barcode versehenes Mikroreaktionsgefäß gegeben und an das Sequencing Department von 

Eurofins GATC in Köln gesandt.  

Abb. 7: Ergebnis der Sequenzierung der positiven Probe 34480, durchgeführt 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

TCCGCACCCGGGCAAAAGCCGGGAGGACCGGGACCCGCAGCGCGACGGCCTGCCGG

GCCCCTGCGCGGTGGCACAGCCTGGGCCCGCTCAAGCGGGGCCGCAGGGCCAAGGG

GTGCTTGCGCCACCCACGTCCCAGGGGAGTCCGTGGTGGGGCTGGGGCCGGGGTCC

CCAGGTCGCCGGGGCGGCGTGGGAACCCCAAGCCGGGGCAGCTCCACCTCCCCAGC

CCGCGCCCCCGGACGCCTCCGCCTCCGCGCGGCAGGGGCAGATGCAAGGCATCCCG

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  

Für die Betrachtung der prognostischen Relevanz des IGH-DUX4 Rearrangements wurden 

Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalysen durchgeführt. Für den Vergleich des Ereignis-freien 

Überlebens (Event free survival, EFS) und des Gesamt-Überlebens 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 

Gesamtüberleben den Zeitraum bis zum Tod jedweder Ursache. Des Weiteren wurde die 

kumulative Rezidiv-Inzidenz (cumulative relapse incidence, CRI) berechnet. Für 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 veröffentlicht 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. Für 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, gegenübergestellt. Da die Auswertung der 2009er Studie zum Zeitpunkt der 

Untersuchung noch nicht veröffentlicht war, wurde das Gesamtkollektiv der 2000er Studie als 

Vergleichskohorte herangezogen.  

Es fällt auf, dass die „B-Others“ einen höheren Anteil von Patienten im Alter von 10 Jahren 

und älter aufweisen als das Gesamtkollektiv der 2000er Studie (29,3% vs. 22,1%; p = 0,001). 

Auch sind die „B-Others“-Fälle mit einer initial höheren Leukozytenzahl (≥50000/µl) verbunden 

(23% vs. 15,1%; p < 0,001). Unterschiede bezüglich des Geschlechts und des ZNS-Status 

lassen sich nicht beobachten. Hinsichtlich des Therapieansprechens ist festzustellen, dass 

mehr „B-Others“-Fälle einen PPR zeigen (8,8% vs. 5,7 %; p = 0,02) und häufiger der mittleren 

Risikogruppe nach MRD zugeordnet wurden (58,8% vs. 40,9%; p < 0,001). 
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Tab. 6: Gegenüberstellung 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 
„B-Others“ 

Nicht untersuchte  p-Wert*** 

N % N %  
Gesamt 396 100 3322 100  
Geschlecht 
  Männlich 
  Weiblich 

 
217 
179 

 
54,8 
45,2 

 
1752 
1570 

 
52,7 
47,3 

0,43785 

Alter bei Diagnose 
  < 10 Jahre 
  ≥ 10 Jahre 

 
280 
116 

 
70,7 
29,3 

 
2588 
734 

 
77,9 
22,1 

0,00126 

Leukozytenzahl/µL 
  < 10.000 
  10.000 - < 50.000 
  50.000 - < 100.000 
  ≥ 100.000  

 
144 
160 
49 
43 

 
36,4 
40,4 
12,4 
10,9 

 
1711 
1109 
284 
218 

 
51,5 
33,4 
8,6 
6,6 

< 0,0001 

ZNS Status 
  Positiv 
  Negativ 
  Kein Ergebnis 

 
9 

369 
18 

 
2,3 
93,2 
4,5 

 
83 

3066 
173 

 
2,5 
92,3 
5,2 

0,76900 

ETV6-RUNX1 
  Negativ 
  Positiv 
  Kein Ergebnis 

 
396 

0 
0 

 
100 

0 
0 

 
2300 
826 
196 

 
69,2 
24,9 
5,9 

< 0,0001 

KMT2A-AFF1 
  Negativ 
  Positiv 
  Kein Ergebnis 

 
396 

0 
0 

 
100 

0 
0 

 
3017 
19 
286 

 
90,8 
0,6 
8,6 

0,11442 

Prednisone Respone* 
  PGR 
  PPR 
  Kein Ergebnis  

 
361 
35 
0 

 
91,2 
8,8 
0 

 
3116 
191 
15 

 
93,8 
5,7 
0,5 

0,01613 

Risikogruppe nach MRD** 
  Standardrisiko 
  Mittleres Risiko 
  Hohes Risiko 
  Kein Ergebnis 

 
112 
233 
21 
30 

 
28,3 
58,8 
5,3 
7.6 

 
1249 
1359 
172 
542 

 
37,6 
40,9 
5,2 
1,6 

< 0,0001 

 
Erläuterungen:  
* Prednisone Response: PGR: < 1000 Blasten/µl Blut an Therapietag 8; PPR: ≥1000 Blasten/µl 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 < 10-3 an TP2; Hohes Risiko: MRD-Last an TP2 ≥ 10-3  
*** Vergleich der beiden Gruppen durch den  -Test  
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3.1 Darstellung der Versuchsergebnisse  

In dieser Untersuchung wurden 396 Patienten, welche die Kriterien der „B-Others“ Patienten 

erfüllten, mit Hilfe zwei verschiedener PCR-Assays auf das Vorhandensein des IGH-DUX4 

Rearrangements getestet. Die Durchführung 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 Durchführens der Messungen und 

Optimierung der PCR-Bedingungen vor, dass die Positiv-Kontrollen keine Banden in der 

Elektrophorese aufwiesen, während aber untersuchte Proben in der gleichen Messung 

durchaus Banden zeigten und auch in 16 von 17 Fällen reproduzierbar waren. Aufgrund der 

unzuverlässigen 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-Ansätze angefertigt mit jeweils nur einem IGH-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 bestätigt werden. Die übrigen 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 Fällen in PCR A und B konnte durch 

Sequenzierung nur Chromosom 14 (IGH-Lokus) nachgewiesen werden. Diese Proben wurden 

nicht zu den Positiven gezählt, da hier keine Fusion von IGH und DUX4 bewiesen werden 

konnte. So wurden insgesamt 32 IGH-DUX4 positive Patienten (ein Patient war positiv in 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 A09 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 durchgeführt: Beständigere 

Ergebnisse konnten erreicht werden durch die Erhöhung der vom schwedischen Team 

vorgeschlagenen Zykluszahl von 30 auf 35 sowie das Heruntersetzen der Kühlungstemperatur 

von anfänglichen 72°C auf 68°C. Eine Verdopplung der zugegeben DNA-Menge führte zwar 

zum ständigen 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 anfänglichen Bedingungen (100 ng DNA 

[5 µl von 20ng/µl] auf 45µl Mastermix und 62°C Annealing Temperatur) beibehalten. Das 

frische Verdünnen der Primer-Stich-Lösungen auf 25µM vor jeder Messung hatte ebenfalls 

einen sehr positiven Einfluss auf das Gelingen der PCR A. Doch auch mit diesen Maßnahmen 

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 führen 

konnten, wurde die demultiplexte PCR eingeführt. Hiermit sollten die positiven Proben aus der 

Multiplex-PCR verifiziert werden. Mit dieser Methode konnten jedoch nur 22 von ursprünglich 

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 Bestätigung aller positiven Proben durchzuführen.  
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Abb. 9: Beispielhafte Darstellung der Ergebnisse einer Kapillar-Elektrophorese mit dem 
QIAxcel-Gerät von PCR A  
Erläuterungen: A01: DNA-Size Marker; A02: Negativ-Kontrolle H2O; 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 bestätigt werden; A09: positive 
Probe, aber keine Bande in diesem Lauf; A11-A12: IGH-DUX4 negative Proben 
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3.3 Gegenüberstellung klinischer Merkmale innerhalb der „B-Others“ Kohorte 
von IGH-DUX4 positiven und negativen Patienten 

Um die Auswirkungen der IGH-DUX4 Positivität aufzuzeigen, werden in Tabelle 7 die 

klinischen Merkmale von 32 Fusions-Positiven und 364 -Negativen gegenübergestellt. Es 

wurden keine signifikanten Unterschiede bezüglich 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 stärkere 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 Gegenüberstellung 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“-Fällen, sondern auch im Vergleich zur Gesamtkohorte aller BCP-ALL-Fälle zu 

betrachten. Außerdem 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 ließen sich keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich des Geschlechts, des Alters bei Diagnose, initialer Leukozytenzahl und ZNS-Status 

feststellen (siehe Tab. 8). Bei den Fusions-Positiven Patienten fand sich ein höherer Anteil an 

Prednison-Poor Respondern (15,6% vs. 5,7%; p = 0,01833). Auch hier konnte die eindeutige 

Verknüpfung mit dem intermediären Risikoprofil nach MRD gezeigt werden (87,5% vs. 40,9%; 

p < 0,0001). 
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Tab. 7: Gegenüberstellung der klinischen Charakteristika und des Therapieansprechens in 
Abhängigkeit der IGH-DUX4 Positivität von insgesamt 396 Patienten der „B-Others“ Kohorte  
 

 IGH-DUX4 Positive IGH-DUX4 Negative p-Wert 

N % N %  

Gesamt 32 100 364 100  

Geschlecht 
  Männlich 
  Weiblich 

 
17 
15 

 
53,1 
46,9 

 
200 
164 

 
54,9 
45,1 

0,84278 

Alter bei Diagnose 
  < 10 Jahre 
  ≥ 10 Jahre 

 
22 
10 

 
68.8 
31,3 

 
258 
106 

 
70,9 
29,1 

0,79971 

Leukozytenzahl/µL 
  < 10.000 
  10.000 - < 50.000 
  50.000 - < 100.000 
  ≥ 100.000  

 
15 
9 
2 
6 

 
46,9 
28,1 
6,3 
18,8 

 
129 
151 
47 
37 

 
35,4 
41,5 
12,9 
10,2 

0,14421 

ZNS Status 
  Positiv 
  Negativ 
  Kein Ergebnis 

 
0 

31 
1 

 
0 

96,9 
3,1 

 
9 

338 
17 

 
2,5 
92,9 
4,7 

0,36512 

Prednisone Respone* 
  PGR 
  PPR 

 
27 
5 

 
84,4 
15,6 

 
334 
30 

 
91,8 
8,2 

0,15833 

Risikogruppe nach MRD** 
  Standardrisiko 
  Mittleres Risiko 
  Hohes Risiko 
  Kein Ergebnis 

 
2 

28 
0 
2 

 
6,3 
87,5 

0 
6,3 

 
115 
215 
21 
13 

 
31,6 
59,1 
6,8 
3,6 

0,00540 

Finale Risikogruppe*** 
  Standardrisiko 
  Mittleres Risiko 
  Hohes Risiko 

 
2 

17 
13 

 
6,3 
53,1 
13 

 
108 
147 
109 

 
29,7 
40,9 
29,9 

0,01786 

 

Erläuterungen:  
*Prednisone Response: PGR: < 1000 Blasten/µl Blut an Therapietag 8; PPR: ≥1000 Blasten/µl 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 < 10-3 an TP2; Hohes Risiko: MRD-Last an TP2 ≥ 10-3  
*** Finale Risikogruppe: siehe Kapitel 1.2.1 
Vergleich der beiden Gruppen durch den  -Test  
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Tab. 8: Gegenüberstellung 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 
Patienten der BFM 

2000er Studie  

p-Wert 

N % N %  
Gesamt 32 100 3322 100  

Geschlecht 
  Männlich 
  Weiblich 

 
17 
15 

 
53,1 
46,9 

 
1752 
1570 

 
52,7 
47,3 

0,96531 

Alter bei Diagnose 
  < 10 Jahre 
  ≥ 10 Jahre 

 
22 
10 

 
68.8 
31,3 

 
2588 
734 

 
77,9 
22,1 

0,21478 

Leukozytenzahl/µL 
  < 10.000 
  10.000 - < 50.000 
  50.000 - < 100.000 
  ≥ 100.000  

 
15 
9 
2 
6 

 
46,9 
28,1 
6,3 
18,8 

 
1711 
1109 
284 
218 

 
51,5 
33,4 
8,6 
6,6 

0,05417 

ZNS Status 
  Positiv 
  Negativ 
  Kein Ergebnis 

 
0 

31 
1 

 
0 

96,9 
3,1 

 
83 

3066 
173 

 
2,5 
92,3 
5,2 

0,35969 

Prednisone Respone* 
  PGR 
  PPR 
  Kein Ergebnis 

 
27 
5 
0 

 
84,4 
15,6 

0 

 
3116 
191 
15 

 
93,8 
5,7 
0,5 

0,01833 

Risikogruppe nach MRD** 
  Standardrisiko 
  Mittleres Risiko 
  Hohes Risiko 
  Kein Ergebnis 

 
2 

28 
0 
2 

 
6,3 
87,5 

0 
6,3 

 
1249 
1359 
172 
542 

 
37,6 
40,9 
5,2 
1,6 

< 0,0001 

 
Erläuterungen: 
*Prednisone Response: PGR: < 1000 Blasten/µl Blut an Therapietag 8; PPR: ≥1000 Blasten/µl 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 < 10-3 an TP2; Hohes Risiko: MRD-Last an TP2 ≥ 10-3  
Vergleich der beiden Gruppen durch den  -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 Lilljebjörn et al. 2016 Studie 

zu untermauern oder in Frage zu stellen. Hierfür wurden Kaplan-Meier-Überlebenskurven zu 

der 5-Jahres-EFS Rate und 5-Jahres-Gesamtüberlebensrate ausgearbeitet und ein nach dem 

Log-Rank-Test berechneter p-Wert von ≤0,05 als signifikant betrachtet. Die zugehörige 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-Gesamtüberleben 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 Auffälligkeiten bei der kumulativen Inzidenz 

von Rezidiven und behandlungsassoziierter Mortalität.  

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

 

Abb. 10:  

Vergleich des Therapieerfolgs von IGH-
DUX4 positiven und negativen Patienten und 
dem Kollektiv der AIEOP-BFM ALL 2000-
Studie anhand des 5-Jahres-EFS (A), des 5-
Jahres-Gesamtüberlebens (B) und der 
entsprechenden kumulativen Rezidiv- 
Inzidenz und der Behandlungs-assoziierten 
Mortalität (C) 
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3.6 Vergleich des Therapieerfolgs in der intermediären Risikogruppe nach 
MRD 

Die Minimale Resterkrankung gibt Aufschlüsse über das Therapieansprechen und spielt damit 

eine wesentliche Rolle bei der Risikostratifizierung kindlicher ALL (siehe Kapitel 1.2.1). Obwohl 

Patienten mit HR-Profil das höchste Risiko für ein Rezidiv aufweisen, entstammt der größte 

Anteil von Rückfall-Patienten dem mittleren Risikoprofil. Besonders für diese Risikogruppe 

besteht daher großer Bedarf, neue prognostisch relevante Marker zu finden, um das Rezidiv-

Risiko besser einschätzen zu können. 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 Mortalität ausgemacht werden (siehe Abb. 11). Das 

Gesamtüberleben 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).  

 
Abb. 11:  

Vergleich des Therapieerfolgs von IGH-
DUX4 positiven und negativen Patienten und 
dem Kollektiv der AIEOP-BFM ALL 2000-
Studie in der mittleren Risikogruppe nach 
MRD anhand des 5-Jahres-EFS (A), des 5- 
Jahres-Gesamtüberlebens (B) und der 
entsprechenden kumulativen Rezidiv 
Inzidenz und der Behandlungs-assoziierten 
Mortalität (C) 
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse 

In dieser Untersuchung wurden 396 Patienten, welche die Kriterien der „B-Others“ erfüllten, 

auf das Vorhandensein des IGH-DUX4 Rearrangements mit Hilfe einer von Lilljebjörn et al. 

entwickelten Multiplex-PCR getestet. [65] Bei 44 Patienten ergab die PCR positive Ergebnisse, 

von denen allerdings nur 32 mit Hilfe einer Sequenzierung bestätigt 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 können deshalb keine endgültigen Aussagen über 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 verstärkte Assoziation der positiven Patienten 

zur mittleren Risikogruppe nach MRD gefunden werden. In den übrigen klinischen 

Charakteristika (Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Initiale Leukozytenzahl und ZNS-Status) 

konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden. 

Eine Verknüpfung 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 können 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 Häufigkeit von Rückfällen ist in der HR-Gruppe am höchsten. 

Dennoch rezidivieren zahlenmäßig die meisten Patienten, welche ursprünglich der MR-

Gruppe zugeordnet wurden und damit nicht die intensive Chemotherapie bekommen, die sie 

bräuchten. [26,67,68] Es besteht also besonders für diese Gruppe von Patienten die 

medizinische Notwendigkeit, neue prognostisch relevante Marker zu finden, welche frühzeitig 

erkennen lassen, ob die Therapie intensiviert werden muss. Auf der anderen Seite stehen die 

teilweise schwerwiegenden unerwünschten Nebenwirkungen einer Chemotherapie, wie 

beispielsweise die Entwicklung von lebensbedrohlichen Infektionen, Zweitmalignomen, 

Infertilität, hormonellen Störungen und psychischen Erkrankungen. [69–71] Es muss also 

unbedingt auch ein Übertherapieren der Patienten vermieden werden. Mit dem Ziel, neue 

Marker für eine bedürfnisgerechte Therapie zu finden, wurden bereits zahlreiche Studien 

initiiert. [72–74] So werden mittlerweile über 20 verschiedene Subgruppen (Stand Februar 

2019) von BCP-ALL unterschieden, definiert aufgrund von Genexpressionsprofilen, 

chromosomaler Neuanordnungen, Sequenz-Mutationen oder anderer heterogener 

genetischer Veränderungen. [75–77] Bisher ist die prognostische Relevanz von vielen dieser 

Aberrationen noch nicht an aussagekräftigen Patientenkollektiven untersucht worden. 

Dennoch lassen die vielfältigen Untersuchungen auf eine Verbesserung der Prognose von an 

ALL erkrankten Kindern hoffen: Zum einen durch eine bessere Risikostratifizierung mit 

einhergehender Anpassung der Therapieintensität und zum anderen durch die Entdeckung 

möglicher 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 IKZF1plus gelten nun als Kriterien für die Zuordnung zu der HR-Gruppe. 

[80,81] IGH-DUX4 stellt einen neuen, möglicherweise prognostisch relevanten Marker dar. 

Dies und die tatsächliche 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 gegenübergestellt.  
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4.1 Auswahl des Patientenkollektivs nach den „B-Others“ Kriterien 

Patienten, welche negativ sind für 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 verknüpft mit der Einteilung in die MR-Gruppe. Aus den 

oben genannten Gründen ist die Identifizierung von Markern, welche das Therapieansprechen 

vorhersagen, besonders bei diesen Patienten bedeutsam. Die Auswahl des Kollektivs für diese 

Untersuchung nach den „B-Others“ Kriterien hatte folgende Hintergründe: 

Laut Lilljebjörn et al. und Yasuda et al. sind IGH-DUX4 positive BCP-Leukämien dadurch 

charakterisiert, dass sie negativ für die bekannten Aberrationen sind und ein spezifisches 

Genexpressionsprofil aufweisen. [46,48] Ziel dieser Studie war es, zu prüfen, ob der Nachweis 

des IGH-DUX4 Rearrangements eine prognostische Bedeutung hat. Des Weiteren werden die 

Ergebnisse dieser Studie mit denen von Lilljebjörn 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 höheren Leukozytenzahl lässt sich auch im „B-Others“ Kollektiv jener 

Studie von 2016 nachweisen. Außerdem findet sich auch dort die deutliche Assoziation zum 

mittleren bis hohen Risikoprofil. Mit 33% ist der Anteil der mindestens 10-jährigen Patienten 

an dem „B-Others“ Kollektiv sehr ähnlich zu dem dieser Untersuchung.  

4.2 Die Multiplex-PCR als Nachweismethode für das Rearrangement IGH-

DUX4 

Lilljebjörn et al. haben ein Multiplex-PCR-Assay entwickelt, welches theoretisch die 

Amplifikation aller bisher beschriebenen IGH-DUX4 Rearrangements erlaubt. [65] Diese 

Methode wäre bei ausreichender Sensitivität und Spezifität, verglichen mit den bisherigen 

Verfahren für deren Nachweis, kostengünstig und einfacher in der Durchführung.  

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 großen 

Probenanzahl ihre Zuverlässigkeit und Aussagekraft zu beurteilen. Unter 3.1 sind die 

Ergebnisse der beiden Assays dargestellt. Trotz der Verbesserungsversuche konnte PCR A 

nicht vollständig optimiert werden. Ein Lösungsansatz könnte 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 Fälle konnte ein positives Ergebnis der Multiplex-PCR A mit Hilfe der 

Sequenzierung bestätigt werden, bei PCR B waren es 82%. Eine mögliche Erklärung hierfür 

ist, dass eine Interaktion der beiden IGH-Primer ebenfalls zu einem PCR-Produkt führen 

könnte. Mit dem Zwischenschritt der demultiplexten PCR wurde diese Fehlerquelle 

ausgeschlossen. Ein Vorteil für 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. Über Sensitivität und Spezifität der Methode können aufgrund der 

unbekannten Anzahl falsch negativer Proben nur begrenzt Rückschlüsse gezogen werden.  

Es muss geschlussfolgert werden, dass die Multiplex-PCR-Assays, wie sie für diese Arbeit 

verwendet wurden, nicht für die Diagnostik des Rearrangements geeignet sind. Für folgende 

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

4.3 Alternative Nachweismethoden des Rearrangements IGH-DUX4  

Die genomische Region, in welche DUX4 transloziert, stellt sich außerordentlich komplex dar 

und lässt sich dadurch sehr schwer untersuchen. Aufgrund der kleinen Größe der Insertion 

lässt sich das Rearrangement nicht mit Hilfe von G-Bänderung 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 über die DUX4 Überexpression 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 äußerst schwierig. Des Weiteren sind diese Methoden für umfangreiche Screening-

Studien noch nicht geeignet und in vielen Studienzentren nicht durchführbar. Schab und 
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Harrison fassen in ihrer Veröffentlichung von 2018 zusammen, dass die genomweite RNA-

Sequenzierung die genaueste Methode zur Detektion von BCP-Leukämien mit DUX4 

Rearrangements darstellt. Auch postulieren sie die Möglichkeit, DUX4 veränderte Patienten 

über die spezifische Assoziation mit ERG-Deletionen zu detektieren. [86] Zwar sind ERG-

Deletionen ein sensitiver Marker für IGH-DUX4 Rearrangements. Allerdings finden sie sich nur 

bei 30-70% aller positiven Patienten. Somit schließt das Nicht-Vorhandensein der ERG-

Deletion eine Positivität für IGH-DUX4 nicht aus. [58,87]  

Ein interessanter neuer Ansatz von Schumich et al. ist die Detektion der DUX4 Fusion über 

das Zelloberflächenprotein CD371 durch Durchflusszytometrie. In ihrer Studie von 2019 

konnten sie zeigen, dass das Vorhandensein von CD371 als pathognomonisch für DUX4 

veränderte B-Zell ALL anzusehen ist, da das kodierende Gen CLEC12A durch die IGH-DUX4 

Fusion überexprimiert wird. [88]  

Alle diese Methoden können 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 überlegen 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. Über 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. 

Lilljebjörn et al. untersuchten in ihrer Studie von 2016 195 Patienten mit kindlicher BCP-ALL; 

50 Patienten dieses Kollektivs waren negativ für bekannte chromosomale Aberrationen (= „B-

Others“). Das Rearrangement IGH-DUX4 wurde in sieben Fällen (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 größten 

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 Fälle 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 Fällen (5% aller Patienten) wurden DUX4 Rearrangements gefunden, 78% 

davon waren IGH-DUX4 transloziert. [89] Dieses Ergebnis lässt 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 über deutlich längere Zeiträume 

statt.  

Der wesentliche Unterschied dieser Arbeit gegenüber den oben genannten Studien ist, dass 

die untersuchten Patienten alle nach dem gleichen Protokoll (AIEOP-BFM ALL 2009) 

therapiert wurden. Damit erfüllt diese Untersuchung die Forderung nach einer Kohorte mit 

einheitlich behandelten Patienten. Dies ist notwendig für eine Aussage über das 

Therapieansprechen und den Therapieerfolg. Außerdem 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 Fällen gefunden, was einem Anteil von 8% 

der „B-Others“ des untersuchten Zeitraumes entspricht. Damit wurde die Inzidenz im Vergleich 

zur Lilljebjörn 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 eingeräumt werden, dass aufgrund einer nicht bekannten 

Anzahl von falsch negativen Patienten aus Multiplex-PCR A die tatsächliche Inzidenz 

wahrscheinlich höher ist. Endgültige Aussagen über Inzidenz des IGH-DUX4 Rearrangements 

unter den „B-Others“ können auch nach diesem Promotions-Projekt nicht getroffen werden. 

In den bisherigen Studien wird von einer Assoziation des Rearrangements zu einer höheren 

Altersgruppe der pädiatrischen Patienten berichtet, wenn man von einem Altersgipfel der 

Erkrankung an ALL von zwei bis fünf Jahren ausgeht. [91] Lilljebjörn 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 stützt. Allerdings zeigen sich keine signifikanten Auffälligkeiten 

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 höheren Altersgruppe von Patienten 

auszugehen (siehe Tab. 6). Das Rearrangement kommt aber auch bei jüngeren Patienten vor. 

Im Kollektiv dieser Untersuchung war der jüngste 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 (einschließlich 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 Rückfall und schlussfolgerten daraus ebenso eine gute Prognose. [90]  

Die Ergebnisse dieser Arbeit können jene Bewertungen der IGH-DUX4 Fusion nicht stützen. 

Bei Gegenüberstellung der IGH-DUX4 Positiven zum Gesamtkollektiv der AIEOP-BFM ALL 

2000-Studie zeigte sich ein verhältnismäßig 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 unabhängiger prognostisch relevanter Marker 

Um die prognostische Relevanz des Rearrangements IGH-DUX4 einzuschätzen, wurden 

Kaplan-Meier-Überlebenskurven 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. Für eine endgültige 

Schlussfolgerung müsste das „B-Others“ Patientenkollektiv nochmal mit einer alternativen 

Methode (siehe 2.3) auf das Vorhandensein von IGH-DUX4 gescreent werden. Es lassen sich 

trotzdem aussagekräftige Rückschlüsse 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 gegenübergestellt. 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 lässt sich schlussfolgern, dass IGH-DUX4 als alleiniger Marker keinen 

prognosebestimmenden Wert hat für 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 einzuführen.  
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4.6 Ausblick für neue Studien 

In dieser Untersuchung konnte IGH-DUX4 als unabhängigem Marker keine prognostische 

Bedeutung beigemessen werden. Zur endgültigen Bestätigung muss dies an einem noch 

größeren Patientenkollektiv untersucht werden. Als Methode hierfür sollte die genomweite 

RNA-Sequenzierung zum Einsatz kommen, da bislang keine auflösungsstärkere Methode zur 

Detektion des Rearrangements entwickelt werden konnte. [86,90]. Sehr interessant könnte es 

sein, das untersuchte „B-Others“-Kollektiv auf den Oberflächenmarker CD371 über 

Durchflusszytometrie zu screenen und hierbei die neue Methode an einem großen 

Patientenkollektiv zu testen. Könnte diese Verknüpfung von CD371 und DUX4-veränderter 

ALL verifiziert werden, ergäbe sich hier auch eine Möglichkeit für neue Antikörper-Therapien. 

[88] Weiterhin könnte das untersuchte Kollektiv auch auf ERG-Deletionen untersucht werden. 

Denn sowohl Lilljebjörn et al. als auch Zhang et al. und Dong et al. vermuten, dass die 

Translokation von DUX4 in den IGH-Lokus das vorausgehende Event für ERG-Deletionen 

darstellt. [46,56,58] Mögliche Methoden hierfür wären eine Multiplex-PCR mit anschließender 

Sanger-Sequenzierung, SNP-Arrays, Analyse der ERGalt-Expression über RNA-

Sequenzierung oder Amplifikations-Sequenzierung. [87,92] So könnte man sowohl bestätigen, 

dass die IGH-DUX4 Translokation das vorausgehende Event für ERG-Deletionen darstellt, als 

auch Aussagen darüber treffen, ob die ERG-Deletion die prognostische Relevanz von IGH-

DUX4 verändert. Stanulla et al. stellen in ihrer Veröffentlichung von 2018 das prognostische 

Profil IKZF1plus vor, welches sich zusammensetzt aus IKZF1-Deletionen mit zusätzlichen 

Deletionen von CDKN2A, CDKN2B, PAX5 oder PAR1 bei gleichzeitigem Fehlen von ERG-

Deletionen. Dieses Profil ist assoziiert mit einer außerordentlich schlechten Prognose, geprägt 

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 über das gemeinsame Auftreten von IGH-DUX4 

und IKZF1-Deletionen könnte ein Ansatz für die Erstellung eines neuen prognostischen Profils 

sein, ähnlich dem von IKZF1plus. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Jährlich erkranken etwa 500 Kinder und Jugendliche an einer Akuten Lymphoblastischen 

Leukämie (ALL), was sie zur häufigsten 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 hierfür stellt die Identifikation neuer prognostisch relevanter Marker dar. Bereits 

zum Diagnosezeitpunkt könnten so Patienten identifiziert werden, die mit hoher 

Wahrscheinlichkeit rezidivieren und damit frühzeitig 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 Veränderungen der B-Vorläuferzell-ALL bekannt. Einigen 

dieser Marker konnte eine prognostische Relevanz zugeschrieben werden und deshalb 

werden sie routinemäßig in der initialen Diagnostik einer neu entdeckten ALL bestimmt.             

In circa 30-40% können jedoch die standardmäßig bestimmten prognoserelevanten Marker 

ETV6-RUNX1, KMT2A-AFF1, BCR-ABL1, High-Hyperdiploidie und Hypodiploidie nicht 

gefunden werden. Diese „B-Others“ Patienten sind geprägt von einem mittleren Risikoprofil. 

Lilljebjörn et al. konnten das Rearrangement IGH-DUX4 als einen Subtyp der „B-Others“ 

identifizieren. Studien mit einer ausreichend großen Fallzahl für Aussagen über 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 Lilljebjörn et al. Studie anzuknüpfen 

und die Fusion näher hinsichtlich dieser Kriterien zu untersuchen. Hierfür wurde ein 

Patientenkollektiv von 396 „B-Others“ Patienten auf das Vorhandensein von IGH-DUX4 

getestet und retrospektiv der Verlauf der Erkrankung betrachtet. Für die Detektion wurde ein 

neu entwickelter Multiplex-Long-Range PCR-Ansatz (bestehend aus „PCR A“ und „PCR B“) 

verwendet, welcher theoretisch den Nachweis aller möglichen 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 zusätzlichen 

Sequenzierungsmethoden können falsch positive Ergebnisse erkannt werden. Außerdem ist 

von einer nicht bekannten Anzahl falsch negativer Befunde in PCR A auszugehen. Für 

zukünftige Studien zu diesem neuen „B-Others“-Subtyp sollte auf andere Ansätze, 

beispielsweise die genomweite RNA-Sequenzierung, zurückgegriffen werden.              
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Allerdings ist selbst mit solch leistungsstarken Sequenzierungsmethoden die Detektion von 

IGH-DUX4 aufgrund seiner Komplexität schwierig. 

Mit einem Anteil von etwa 8% an der „B-Others“ Kohorte wäre die Inzidenz laut dieser 

Untersuchung deutlich geringer als in der Grundlagen-Studie dieses Projektes. Doch 

endgültige Aussagen über die Inzidenz können aufgrund der unbekannten Anzahl von falsch 

negativen Patienten nicht getroffen werden. Die Assoziation zu eher älteren Patienten 

(medianes Alter etwa acht Jahren) ließ sich bestätigen. Dennoch kann dies nicht als 

charakteristisch für das IGH-DUX4 Rearrangement eingeschätzt werden, da ebenso das 

gesamte „B-Others“-Kollektiv ein eher höheres Alter bei Erstdiagnose aufzeigt. Die in der 

bisherigen Literatur beschriebene günstige 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 Verknüpfung mit dem mittleren Risikoprofil nach MRD. Eine Auswirkung 

auf den Therapieerfolg ließ sich für die Fusions-Positiven nicht nachweisen.  

 

Zusammenfassend konnte dem Rearrangement IGH-DUX4 als unabhängiger Marker keine 

prognostische Bedeutung für Patienten, welche gemäß dem AIEOP-BFM ALL 2009-Protokoll 

behandelt wurden, beigemessen werden. 

Äußerst interessant könnte es sein, das untersuchte Kollektiv auf CD371 zu screenen und die 

für dieses Oberflächen-Antigen Positiven mit den durch Sequenzierung bestätigten IGH-DUX4 

Positiven abzugleichen. Hierbei könnte nicht nur eine weitere Methode zur Detektion von 

DUX4 veränderter ALL etabliert werden, sondern auch ein möglicher Angriffspunkt für neue 

Antikörper-Therapien gefunden werden. 
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