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Abb. 2: Waddington, C. H. (1956): Principles of Embryology. Allen & Unwin Ltd., London



1 Einleitung

1.1 Die Akute Lymphoblastische Leukdmie

Die Akute Lymphoblastische Leukdmie (ALL) ist eine maligne Erkrankung des Knochenmarks, die sich
durch unkontrollierte klonale Expansion lymphatischer Vorlduferzellen (Progenitorzellen)
kennzeichnet. Fir die ALL zeigt sich eine bimodale Verteilung der Inzidenz mit einem Haufigkeitsgipfel
im jungen Kindesalter sowie einer im Erwachsenenalter ansteigenden Inzidenz von 1,1/100.000 (Vi et
al. 2020). Mit 75% der Falle ist der Grofteil der ALL der B-Zell-Linien ALL zuzuordnen (Su et al. 2022).
Grundlage der Leukdmieentstehung (Leukdmogenese) sind rekurrente Leukdmie-spezifische
genetische Alterationen, insbesondere numerische oder strukturelle chromosomale Aberrationen wie
Translokationen. Die genetische Landschaft der ALL ist heterogen, sodass Subgruppen (iber die
Genexpression definiert werden kdnnen. Obwohl fiir padiatrische Patienten Heilungsraten (iber 90%
verzeichnet werden, bleibt die Prognose fiir bestimmte Subgruppen, trotz (bergreifenden

Heilungsraten von 60-70% in der adulten ALL, unbefriedigend (Gokbuget et al. 2021).

1.2 Leukdamogenese der B-Zell-Progenitor-ALL innerhalb der physiologischen Himatopoese

Hamatopoetische Stammzellen bilden Gber verschiedene hierarchische Differenzierungsstadien die
Grundlage der physiologischen Hamatopoese (Abbildung 1 als schematische Darstellung der
Differenzierungswege einer hidmatopoetischen Stammzelle). Uber die Charakterisierung von
Oberflachenmarkern, dem Immunphanotypen, kann die hdmatopoetische Architektur dargestellt
werden und mittels durchflusszytometrischer  Aufteilung eine  Untersuchung jedes
Differenzierungsstadiums erfolgen. Leukdmische Blasten entspringen im klassischen Modell der
Leukdmogenese aus einem lymphatischen Progenitorstadium und kénnen Uber einen aberranten
Immunphénotypen, dem Leukemia Associated Immunophenotype (LAIP), definiert werden. Basierend
auf der Koexpression von Immunmarkern (beispielsweise CD34+ CD19+ CD10+) kénnen leukdamische
Blasten von gesunden Populationen differenziert und als Common, Pro-B oder Prad-B ALL zur

immunphanotypischen Subklassifikation eingeteilt werden.

1.3  Subgruppen der BCP-ALL

Die Subgruppen der BCP-ALL werden anhand rekurrenter genetischer Aberrationen eingeteilt, wobei
diese Uber das Altersspektrum hinweg variieren (Abbildung 2). Mit 35% ist die BCR::ABL1-positive ALL
die groBte Subgruppe der B-Vorlaufer-ALL (BCP-ALL) (Roberts et al. 2020). Exemplarisch fur die
Subgruppen-definierende Rolle der zugrundliegenden Genetik, kennzeichnet die BCR::ABL1
Translokation sowie das damit einhergehende Genexpressionsprofil diese Subgruppe. Ein der

BCR::ABL1-positiven ALL sehr dhnliches Genexpressionsprofil weist die BCR::ABL1-like BCP-ALL



(BCR::ABL1-like ALL) auf, wobei hier die pathognomonische BCR::ABL1 Translokation fehlt (Den Boer
et al. 2009; Mullighan et al. 2009). Die Inzidenz der BCR::ABL1-like ALL steigt mit dem Alter, wobei die
hochste Inzidenz in der Gruppe der Heranwachsenden und jungen Erwachsenen (Adolescents and
Young Adults, AYA) mit 25-30% beschrieben wird (Roberts et al. 2020). In Kontrast zu der BCR::ABL1-
positiven ALL ist die BCR::ABL1-like ALL insbesondere eine Erkrankung der padiatrischen Patienten
sowie jungen Erwachsenen. Fir die adulte BCR::ABL1-like ALL sind ein hohes Rezidivrisiko sowie 5-
Jahres Gesamtiliberlebensraten von 23% (Tran et al. 2021, Jain et al. 2017) beschrieben. Diese

Uberlebensraten entstammen Studien aus den frithen 2010er Jahren.
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Abb. 2: Darstellung der Altersverteilung molekularer Subgruppen innerhalb der BCP-ALL

1.3.1 Abb: 2Rekurrente genomische Aberrationen der BCR::ABL1-like ALL

Die genetische Landschaft der BCR::ABL1-like ALL ist im Gegensatz zur BCR::ABL1-positiven ALL
heterogen, wobei in Gber 90% genetische Aberrationen mit resultierender Kinasesignalaktivierung
identifizierbar sind (Roberts et al. 2020, Roberts et al. 2014). Typische Translokationspartner sind in
Abbildung 3 dargestellt, wobei libergeordnet vier Klassen basierend auf beteiligtem Signalweg oder
aktivierten Kinasen unterschieden werden kdnnen. Insbesondere Mutationen der JAK-STAT Gene
sowie ABL-Klassen Gene, aber auch seltenere Alteration im RAS Signalweg (NRAS, KRAS, PTPN11) sind
rekurrente Events in der BCR::ABL1-like ALL (Bastian et al. 2022). Eine kooperierende Mutation der
BCR::ABL1-like ALL, dhnlich zu der BCR::ABL1-positiven ALL, findet sich in 60-80% in dem IKZF1 Gen,
welches fiir den lymphatischen Transkriptionsfaktor IKAROS kodiert. Klinisch (ibersetzen sich IKZF1
Alterationen in ein reduziertes 5-Jahres Ereignis-freies Uberleben fiir padiatrische und junge
Erwachsene von BCR::ABL1-like Patienten im Vergleich zu IKZF1 Wildtyp. Weiterhin definiert sich das
genomische Profil der BCR::ABL1-like ALL Uber zusatzliche Deletionen in lymphatischen
Transkriptionsfaktoren wie PAX5 oder ETV6 (Roberts et al. 2014).
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Abb. 3: Darstellung typischer Translokationspartner innerhalb einer Kohorte von n=118 adulten BCR::ABL1-like ALLPatienten.
Abgedndert nach Bastian et al. 2022

1.3.2 Der ABL-Klassen Subtyp der BCR::ABL1-like ALL

Die ABL-Klasse beschreibt eine Gruppe von Tyrosinkinase-kodierenden Genen (ABL1, ABL2, PDGFRA/
B, LYN sowie CSFR1) (Abbildung 3). Aberrationen treten (ber Translokationen oder interstitielle
Deletionen auf, wodurch der 5-Genfusionspartner zu einer Uberaktivierung der 3‘ positionierten
Kinase fuhrt. Intrazelluldar vermitteln die Fusionen durch kontinuierliche Aktivierung u.a. ber PI3K,
MTOR und STATS ihr onkogenes Potential. Die Frequenz der Mutationen in Genen der ABL-Klassen
liegt in der BCR::ABL1-like ALL bei 22% (Tasian et al. 2017, Yokota et al. 2016). Das Auftreten von
Fusionen der ABL-Klassen-Gene verhalt sich invers zum Alter, sodass besonders im Kindesalter ABL-
Klassen-Gen Rearrangements auftreten. Ahnlich zum BCR::ABL1 Fusionsgen sind ABL-Klassen Gene wie
ABL2 und CSFI1R in vivo zur Induktion einer B-ALL fahig (Roberts et al. 2014). Die Kombination von
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) und Chemotherapie analog der BCR::ABL1-positiven ALL konnte dabei
sowohl in vivo als auch klinisch Effektivitat zeigen (Lengline et al. 2013). Obwohl prospektive Studien
ausstehen, zeigte der Einsatz von Imatinib bzw. Dasatinib in einer Kohorte von 19 ABL-Klassen

BCR::ABL1-like Patienten ein 3-Jahrs-Gesamtiiberleben von 77% (Tanasi et al. 2019).

1.3.2.1 Der JAK-STAT-aktivierende Subtyp der BCR::ABL1-like ALL

Als weitere Subklasse der BCR::ABL1-like ALL sind Aberrationen in JAK-STAT-aktivierenden Genen mit
zusammengefasst 58% beschrieben (Yokota et al. 2016). Die JAK-STAT-aktivierenden Klassen umfassen
Gene der Januskinase (JAK)-Familie (JAK2, EPOR, TYK2, CRLF2, IL7R) (Abbildung 3). Der Cytokine
Receptor-Like Factor 2 (CRLF2) aktiviert Giber eine Interaktion mit dem Interleukin-7-Receptor-a (IL7Ra)
sowie der Bindung des Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) intrazellulare Signalwege wie JAK2,
STATS5, PI3K, AKT, mTOR und ist in der Himatopoese involviert (Tasian et al. 2017). CRLF2 wurde
zunachst in humanen T-Lymphozyten identifiziert, wobei das bindende Zytokin TSLP in der Entwicklung

3



von T-Zellen beteiligt ist (Tonozuka et al. 2001). Rearrangements von CRLF2 sind in bis zu 60% der
adulten BCR::ABL1-like ALL beschrieben und resultieren in der Regel aus zwei verschiedenen
Mechanismen: Einer interstitiellen Deletion der Pseudoautosomalen Region 1 (PAR1) auf Chromosom
X/ Y als P2RY8::CRLF2 Translokation sowie der kryptischen Translokation t(X;14) (p22;932) bzw.
t(Y;14)(p11;932) als Fusionsgen IGH::CRLF2. Seltenere CRLF2-Aberrationen sind beschrieben. Der
Immunglobulin Heavy Chain (/GH) Lokus ist ein in der B-Zell Entwicklung beteiligter Genabschnitt,
welcher (iber ein Rearrangement verschiedener Genabschnitte, der somatischen Rekombination
(V(D)J-Rekombination), die Basis der Diversitdt der produzierten Immunglobuline bildet. Durch die
hohe Anzahl repetitiver Sequenzen sowie die physiologische Induktion von Doppelstrangbriichen ist
diese Genregion besonders anfillig fir das Auftreten von Mutationen. Translokationen von IGH sind
insbesondere fiir B-Zell-Lymphome beschrieben, jedoch auch in 20% der B-ALL identifizierbar (Bastian
et al. 2022, Jung et al. 2006, Subrahmanyam et al. 2010, Dyer et al. 2010,). Vergleichbar mit anderen
IGH-involvierenden Translokationen entstehen IGH::CRLF2 Translokationen aus einer aberranten
V(D)J-Rekombination (Yoda et al. 2010). Diese wird liber den Recombination Activating Gene Komplex

(RAG-Komplex) vermittelt.

CRLF2-Briiche sind insbesondere fiir die zentromerische und etwa 27kb umfassende Region im
Upstream Bereich des Gens identifiziert worden (Russell et al. 2009). Die Translokation resultiert in
einer Kontrolle des gesamten CRLF2 Gens durch den IGH-Promotor und fiihrt Giber eine gesteigerte
Expression und Homodimerisierung zur Aktivierung von JAK2, STAT5, mTOR und PI3K (Yoda et al. 2010,
Tasian et al. 2011). In vitro kann die CRLF2 Uberexpression alleine keine onkogene Transformation
induzieren und ist von weiteren kooperierenden Mutationen abhangig (Dyer et al. 2010). Klinisch
prasentieren sich die verschiedenen JAK-STAT-aktivierenden Alterationen mit unterschiedlichem
Therapieansprechen, wobei besonders EPOR- und JAK2-Alterationen mit einem schlechten Uberleben
assoziiert sind (Paietta et al. 2021). Fir die CRLF2-rearrangierte BCR::ABL1-like ALL zeigt sich gegeniiber

anderen genetischen Alterationen kein schlechteres Outcome (Yoda et al. 2010, Russell et al. 2009).



14 Multilinedre Beteiligung von Treiberfusionen in der Leukdmogenese der BCR::ABL1-positiven ALL
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Abb. 4: Oben: Darstellung der Beteiligung von isoliert lymphatischen Vorlduferzellen (links) sowie einer multilinedren
Beteiligung (rechts) liber multipotente Progenitorzellen in der Leukémogenese. Unten: Darstellung der Minimal-Residual-
Disease-Kinetik. Das multilinedre Auftreten kann im Vergleich zum IG/TR-Marker als anhaltend positiver BCR::ABL1-Marker in
einem diskordanten Verlauf dargestellt werden. Zuna et al. 2022

Innerhalb der Leukdamogenese treten Treiberfusionen in lymphatischen Vorlauferzellen auf. Fir die
BCR::ABL1-positive ALL konnte gezeigt werden, dass die Treiberfusion BCR::ABL1 auch in
multipotenten Progenitorzellen auftreten kann (Abbildung 4 oben). Folglich kénnen beispielsweise
auch myeloische Zellkompartimente die Treiberfusion aufweisen. Dies wird von der International
Consensus Classification als multilinedare Beteiligung der BCR::ABL1-positiven ALL (multilineage

involvement) bezeichnet.

Nagel et al. demonstrieren Uber eine durchflusszytometrische Sortierung von hdamatopoetischen
Zellkompartimenten und anschliefender Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) das multilinedre
Auftreten der BCR::ABL1 Translokation. In 40% der Fadlle der BCR::ABL1-positiven ALL kann die
Translokation in hdmatopoetischen Stammzellen (CD34+ CD38- CD19-) oder myeloischen Zellen
(CD34- CD19- CD13/CD33+ CD10- CD16-) nachgewiesen werden (Nagel et al. 2017). Die Ursprungszelle
der treibenden Translokation kann somit in noch nicht determinierten hamatopoetischen
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multipotenten Progenitor- oder Stammzellen vorliegen, wahrend zusatzliche Mutationen erst in

lymphatischen Progenitorzellen akquiriert werden (Kim et al. 2023).

Basierend auf dem Konzept der multilinedren Beteiligung kann ein Resistenzmechanismus durch die
Treiberfusion tragenden nicht-lymphatischen Zellen postuliert werden. Diese multilinedre Beteiligung

ist bisher fiir die BCR::ABL1-positive ALL, nicht jedoch fiir die BCR::ABL1-like ALL beschrieben.

1.5 Minimale Resterkrankung und multilinedre Beteiligung im Therapieverlauf

Die Bestimmung der Minimalen Resterkrankung (Minimal Residual Disease, MRD) beschreibt ein
Verfahren zur Quantifizierung der Leukdmielast einer Probe und bildet den wichtigsten prognostischen
Faktor flir die Therapie der ALL (Saygin et al. 2022). Die Bestimmung der MRD kann mittels PCR oder
Durchflusszytometrie erfolgen, wobei leukdmische, Klon-spezifische Marker wie Umlagerungen des
Immunglobulin- (IG) oder T-Zell-Rezeptorgens (TR), Fusionsgene wie BCR::ABL1 oder der aberrante
Leukamie-spezifische Immunphanotyp genutzt werden. Als Material fiir die MRD werden DNA bzw.
RNA fir die Analyse der |G-/TR-Rearrangements oder Fusionsgene sowie Blut- oder
Knochenmarkproben fiir durchflusszytometrische Bestimmungen genutzt. Hovorkova et al. zeigen im
MRD-Verlaufsmonitoring durch die parallele Messung von IG/TR- und BCR::ABL1-Transkript-basierter
MRD eine Diskrepanz der MRD-Markerverlaufe (Hovorkova et al. 2017) in ca. 20-30% Patienten mit
BCR::ABL1-positiver ALL. Hier zeigte sich im Therapieverlauf eine langer andauernde Persistenz der
BCR::ABL1-Transkripte gegeniber der Elimination der Patienten-spezifischen IG/TR Klone (Abbildung
4 unten). Wahrend im leukdmischen B-Zell-Precursor-Kompartiment die IG/TR und BCR::ABL1 unter
der Therapie eliminiert werden, kann es bei einer multilinedaren Beteiligung vorkommen, dass
BCR::ABL1 auch in myeloischen — und moglicherweise weniger Chemotherapie-sensiblen — Zellen
vorkommt. Diese MRD-Diskordanz stellt neben der von Nagel et al. etablierten Methode ein zweites

Verfahren dar, mit dem eine multilinedre Beteiligung der Treiberfusion definiert werden kann.

Kim et al. demonstrieren basierend auf RNA-Sequenzierung Daten drei Subgruppen der multilinedren
BCR::ABL1-positiven ALL, die sich jeweils durch eine Anreicherung der Genexpressionssignatur fir
spezifische B-Zell-Stadien unterscheiden. Die Autoren postulieren somit, dass die B-Zell-
Entwicklungsebene, auf welcher die leukdmische Transformation stattgefunden hat, sich zwischen den

einzelnen molekularen Subtypen unterscheidet (Bastian et al. 2024, Kim et al. 2023).

1.6 Zielgerichtete Therapien in der BCP-ALL

Die Chemotherapie stellt historisch die Grundlage der BCP-ALL Therapie dar und kann (ber
kombinierte und intensive Regimen hohe Heilungsraten erzielen. Zusatzlich werden zielgerichtete
Therapieansdtze wie TKI eingesetzt. Punktmutationen der TKI-Bindungsstelle stellen einen

Hauptresistenzmechanismus in der BCR::ABL1-gerichteten Therapie dar und kénnen tber den Einsatz



von Zweitgeneration TKls adressiert werden (Braun et al. 2020). Neuere Regime nutzen als
immuntherapeutischen Ansatz Antikdrper wie Rituximab (CD20) oder Inotuzumab (CD22) oder auch
Chimeric-Antigen-Rezeptor-T-Zellen (CAR-T). Arbeiten von Foa et al. zeigen Ansprechraten von 98%
mit einer Chemotherapie-freien Kombination von Dasatinib und dem bispezifischen (CD19/CD3) T-Zell-
Engager (BiTE) Blinatumomab in erwachsenen Patienten mit neu diagnostizierter BCR::ABL1-positiven
ALL (Foa et al. 2020). Beglinstigt durch den durch die Chemotherapie erzeugten Selektionsdruck
konnen Subklone ohne Therapie-spezifische Targets (bspw. CD19) auftreten. Diese werden folglich
nicht durch die Therapie adressiert und kénnen Ursprung fiir ein Rezidiv darstellen (Locatelli et al.
2023, Mejstrikova et al. 2017). Derartige Subklone kdnnen bereits bei Erstdiagnose in geringer
Frequenz vorhanden sein (Ma et al. 2015, Mullighan et al. 2008, Notta et al. 2011).

In Zusammenschau koénnen einerseits eine multilinedre Beteiligung, andererseits zum Einsatz
kommenden Therapien zu einer Resistenzentwicklung beitragen. Vor dem Hintergrund des
zunehmenden Einsatzes von Immuntherapie mit B-Zell-gerichtetem Target ist die Kenntnis einer

multilinedren Beteiligung von Treiberfusionen entscheidend.

1.7  Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die multilineare Involvierung von hamatopoetischen Zellkompartimenten sowie deren Nachweis Gber
FISH oder MRD sind fir die BCR::ABL1-positive ALL gut belegt. Ein vergleichbarer Beweis fiir die
BCR::ABL1-like ALL besteht derzeit nicht.

Die BCR::ABL1-like ALL besitzt ein der BCR::ABL1-positiven ALL biologisch ahnliches
Genexpressionsprofil. Kombinationstherapien von Immuntherapie und TKI haben die historisch
ungiinstige Prognose der BCR::ABL1-positiven ALL stark verbessert und die Wirkweise der
zielgerichteten Therapie demonstriert, wobei retrospektive Daten auch fiir die BCR::ABL1-like ALL
klinische Effektivitat zeigen (Tran et al. 2021). Mit therapeutisch adressierbaren Alterationen
beschreibt die BCR::ABL1-like ALL eine Modellerkrankung fiir die Prazisionsmedizin. Grundlegend fir
den Einsatz dieser zielgerichteten Therapien ist das Verstdandnis der Pathogenese, insbesondere der
Genese von therapierbaren Alterationen und deren phylogenetischem Auftreten in der
Leukdmogenese. Aufgrund der biologischen Nahe zur BCR::ABL1-positiven ALL kann eine multilinedre

Beteiligung auch fir die BCR::ABL1-like ALL postuliert werden.

Um zum Verstandnis der Leukdamogenese der BCR::ABL1-like ALL beizutragen, sollen im Rahmen dieser
Arbeit Blut- und Knochenmarkproben von BCR::ABL1-like ALL Patienten in hamatopoetische
Zellpopulationen durchflusszytometrisch aufgetrennt werden und mittels FISH hinsichtlich des
Auftretens von Treiberfusionen der ABL-Klassen und IGH-CRLF2, als reprasentative Fusion der JAK-

STAT-Klassen, zusatzlich zu Zellen mit einem typischen LAIP analysiert werden. Insbesondere die



Gruppe der ABL-Klasse Genfusionen, mit ebenfalls auch ABL1 als Bruchpartner, kann als eine der
BCR::ABL1-positiven ALL nahen Klasse innerhalb der BCR::ABL1-like ALL betrachtet werden. Deshalb
liegt es nahe vornehmlich hier eine ahnliche multilinedre Beteiligung zu erwarten. Deshalb sollen bei
der Analyse die ABL-Klassen mit den haufigeren JAK/STAT-Aktivierungs-Klassen der BCR::ABL1-like ALL
verglichen werden. Weiterhin soll als methodisch unabhdngige Bestdtigung ein Vergleich von
Fusionsbasierten gegeniiber IG/TR basierten MRD-Anséatze erfolgen, um die Dynamik der MRD durch

nicht-lymphatische Fusion-tragender Zellen im Therapieverlauf der BCR::ABL-like ALL darzustellen.

Unter der Annahme einer biologischen Ahnlichkeit der BCR::ABL1-like ALL zur BCR::ABL1 positiven ALL
kann der Nachweis einer multilinedren Beteiligung in 30-40% der Proben sowie eine diskrepanten

MRD-Dynamik postuliert werden.

2 Material und Methoden

2.1  Untersuchungsmaterial

Die fir das Projekt verwendeten Materialien entstammen Knochenmarkproben sowie peripheren
Blutproben von adulten Patienten, welche aus Patientenkohorten aus den Jahren 2006 — 2019 unter
konsekutiven Protokollen der deutschen ALL-Studiengruppe (GMALL) therapiert wurden.
Restmaterial, das nach Abschluss der Diagnostik nicht mehr benétigt wurde, stand fir diese Arbeit zur
Verfligung. Dabei handelte es sich um extrahierte Nukleinsauren (DNA / RNA) sowie kryoasservierte
mononukledre Zellen aus Blut und Knochenmark. Die Durchfiihrung dieser Arbeit erfolgte unter
Genehmigung der lokalen Ethikkommission (AZ: D 416/21) sowie entsprechend der Deklaration von
Helsinki. Die Proben wurden basierend auf Verfiigbarkeit von Material sowie der Materialart genutzt,
wobei Knochenmarkproben aufgrund der héheren Anzahl von Vorlaufer- und Stammzellen vorrangig
einbezogen wurden. Aufgrund der geringen Frequenz der ABL-Klassen Proben wurden hier alle
verfligbaren Materialien genutzt. Im Rahmen von vorangegangenen Analysen sind die Proben lber
RNA-Sequenzierung hinsichtlich molekularer Subgruppe sowie vorliegender Genfusionen klassifiziert
worden (Bastian et al. 2022). Dementsprechend konnte vorausgehend eine Klassifikation in ABL- oder
JAK-STAT-Klasse erfolgen. Therapiebegleitend wurden Messungen der MRD vorgenommen, deren

Daten vorlagen.



2.2 Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Modell

Handschuhe Hartmann Peha-soft nitrile
Erlenmeyerkolben 200ml; 500ml; DWK LifeSciences Duran

Hydrophobischer Stift Dako Dako Hydrophobic Pen
Objekttrager ThermoScientific Menzel-Glaser Polysine Slides

ReaktionsgefdaRe 0,2ml

Sarstedt

Multiply-uStripPro 0,2ml Biosphere

ReaktionsgefaRe 1,5ml Sarstedt Safe Seal tube 1,5ml Biosphere
ReaktionsgefdaRe 15ml Sarstedt Screw cap tube 15ml
ReaktionsgefaR 5ml Sarstedt FACS-Tube

Reaktionsgefald Invitrogen Qubit assay tubes
Pipettenspitzen Sarstedt Biosphere Plus

0,1 — 2,5ul; 0,5 — 20ul; 2 — 200ul;

100 — 1000ul

Multipettenaufsatze Eppendorf Combitips advanced

25ml; 10ml; 5ml

Zellfilter Miltenyi Biotec Pre-Separation Filter 30um
Sortierkammer Miltenyi Biotec MACSQuant Tyto Cartridge
Montagekleber Marabu Fixogum Rubber Cement
Deckglaser ThermoScientific Durchmesser 10mm
Deckglaser ThermoScientific 24x60mm
Homogenisierungs-Saulen Qiagen QlAshredder
RNA-Extraktionskit Qiagen RNeasy Micro Kit

DNA- und RNA-Extraktionskit Qiagen AllPrep DNA/ RNA Micro Kit

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

2.3 Ubersicht der verwendeten Gerate

Gerat Hersteller

Modell

Pipette
0,1 - 2,5ul; 1-10 pl; 2-20 pl; 10-
100 pl; 20 - 200 pl; 100 - 1000 pl

Eppendorf

Research Plus

Mehrkanalpipette 1-10ul Eppendorf Eppendorf Research
Multipette Eppendorf Multipette Plus
Reagenzglasschittler Heathrow Scientific Mini Vortex
Thermozykler qPCR Roche LightCycler 96
Thermozykler gPCR Roche LightCycler 480 11
Thermozykler sPCR SensoQuest Labcycler Basic
Mikro Zentrifuge IKA Mini G

Kleine Zentrifuge ThermoScientific Heraeus Fresco 17 Centrifuge
GroRe Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5910R
Feinwaage Neolab neolibra 413i
Elektrophorese Bio-Rad PowerPac Basic
Spannungsquelle

Elektrophoresebecken Bio-Rad

Geldokumentation

Biozym Scientific GmbH

Alphalmager HP

Durchflusszytometer

BD

FACSAria Fusion

Durchflusszytometer

Miltenyi Biotec

MACSQuant Tyto Cell Sorter

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss

Axioskop 2

Objektiv

Zeiss

63x / 1.4 numerische Apertur; Ol




Mikroskop-Kamera

Metasystems

CV-M300

Hamatologie-Analysegerat

Sysmex

XP300

Lichtquelle

AHF analysentechnik AG

Lumencor sola FISH light

Hybridisierungs-Prozessor

Abbott Molecular

VP2000

Fluoreszenzfilter

AHF analysentechnik AG

Wasserbad Kottermann Labortechnik
Brutschrank ThermoScientific Heraeus Function Line
Spektrophotometer ThermoScientific NanoDrop 2000

Flourometer

Invitrogen

Qubit 2.0

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Gerdite

2.4  Ubersicht der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller Bezeichnung Anwendung
Wasser Qiagen Nuclease free water Divers
Agarosepulver Lonza SeaKem LE Agarose Elektrophorese
Laufpuffer AppliChem PanReac AppliChem TBE buffer (10x) | Elektrophorese
Gel Farbstoff Biotium GelRed Elektrophorese
Gel Ladepuffer Qiagen GelPilot Loading Dye 5x Elektrophorese

Leiter ThermoScientific | FastRuler Low Range DNA Elektrophorese
Primer IDT Biologika PCR

dNTPs Roche PCR
Polymerase Roche EagleTag DNA Polymerase PCR
Magnesium-Chlorid Roche MgCL2 25mM Stock Solution PCR
PCR-Puffer Roche FastStart PCR Puffer PCR

LA Taqg Polymerase TaKaRa Bio LA PCR

LA PCR Puffer TaKaRa Bio 10x LA PCR Buffer Il LA PCR

LA dNTPs TaKaRa Bio dNTPs Mixture LA PCR

gPCR Mix Roche LightCycler480 Probe Masters gPCR

SYBR Green Mix Roche LC SYBR Green Master 2x gPCR

cDNA Synthesis Kit Roche Transcriptor First Strand Synthesis Kit | cDNA-Synthese
PBS-Puffertablette Chemsolute Zellfarbung
BSA Serva Zellfarbung
Natriumazid Merck KGaA Zellfarbung
Lysepuffer BD FACS Lysing Solution x10 Zellfarbung
Kompensationsbeads | Invitrogen UltraComp eBeads Zellfarbung
Zellmedium Gibco RPMI-Medium 1640 (1x) + GlutaMax | Auftaumedium
Zellmedium Gibco Fetal Bovine Serum (FBS) Auftaumedium
Antibiotikum Gibco PenStrep Auftaumedium
Ethanol J.T.Baker 70% / 80% / 100% FISH

Methanol J.T.Baker Sortierung
Eisessig J.T.Baker Sortierung
Proteasepuffer Abbott FISH

Protease Abbott FISH

20x SSC Puffer Invitrogen FISH

DAPI Invitrogen FISH
Propidiumiodid Sigma Aldrich Zellfarbung

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Chemikalien
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2.5 Ubersicht der verwendeten Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung Hersteller

FACS Waschpuffer 1 | 10%FCS/ RPMI 1640 Farbung Eigenherstellung

FACS Waschpuffer 2 | 2mM EDTA/ 0,2%BSA/ PBS Farbung Eigenherstellung

PBS Waschpuffer NaN3 / Aqua dest. / PBS / BSA Farbung Eigenherstellung

PBS-Messpuffer PBS / BSA / Aqua dest. Farbung Eigenherstellung

FACS Running Puffer | Siehe Herstellerangaben Zellsortierung | Miltenyi Biotec

Carnoy Losung Methanol / Eisessig (3:1) Zellfixierung Eigenherstellung

Protease Losung 500m| Proteasepuffer / 250mg | FISH Eigenherstellung
Protease

Paraformaldehyd 1% Paraformaldehyd / Aqua dest. FISH

FISH Waschpuffer 1 20ml 20xSSC / 3ml Igepal / 1000ml | FISH Eigenherstellung
Agua dest.

FISH Waschpuffer 2 100ml 20xSSC / 1000ul Igepal /| FISH Eigenherstellung
1000ml Agua dest.

Antifade 1,15g DABCO / 4ml Aqua dest. / 1ml | FISH Eigenherstellung
1M Tris HCL pH 8,0 / 45ml Glycerol

20xPBS 163,33g NaCl / 4,47g KCl / 22,7g | FISH Eigenherstellung
Na2HPO4 x 2H20 / 4,08g KH2PO4 /
800ml Aqua dest.

1M  Tris-HCI-Puffer | 60,55g Tris (hydroxymethyl)- | FISH Eigenherstellung

pH 8,0 aminomethan / 400ml| Aqua dest.

RLT-Puffer Siehe Herstellerangaben Extraktion Qiagen

EB-Puffer Siehe Herstellerangaben Extraktion Qiagen

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Puffer

2.6

26.1

Analysen der Patientenproben mittels Durchflusszytometrie

Vorbereitung der asservierten Patientenproben fir die Antikorperfarbung

Vital kryokonservierte DMSO-Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein 15ml
ReaktionsgefaR mit 11ml des auf 37°C vorgewarmtem FACS Waschpuffer 1 Ubertragen. Die
Uberfihrten Zellen wurden anschlieBend bei 500G fir 5 Minuten bei halber Bremseinstellung
zentrifugiert. Der Uberfllssige Waschpuffer wurde bis auf das Zellpellet verworfen und das Zellpellet
in 1ml FACS Waschpuffer 2 suspendiert und im Anschluss mit auf 37°C vorgewarmten 14ml FACS
Waschpuffer 2 aufgefiillt. Die Suspension wurde folgend bei 500G fiir 5 Minuten bei halber
Bremseinstellung zentrifugiert. AbschlieBend wurde der tberschissige FACS Waschpuffer 2 verworfen
und das Zellpellet in 200ul FACS Waschpuffer 2 suspendiert. Eine Bestimmung der Zellzahl wurde nach

dem Waschprotokoll mittels hamatologischem Basisanalysegerat Sysmex XP300 durchgefiihrt.

2.6.2  Farbung der Patientenproben

Jeweils 100ul der in 200ul FACS Waschpuffer 2 gelosten Zellen wurden direkt im Anschluss der
Probenvorbereitung auf zwei 5 ml FACS Tubes aliquotiert. Analog zum Farbepanel (Tabelle 6) wurden
die Zellen mit Antikérpern versetzt, auf dem Probenrittler geschiittelt und anschlieRend fiir 30min bei

Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Folgend wurden 2ml Lysepuffer hinzugegeben und die Probe
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fur 10min bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Anschliefend wurden die Tubes fiir 5min bei
500G mit eingestellter Bremse zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Daraufhin erfolgte die
Zugabe von 4ml PBS Waschpuffer und Durchmischen der Probe auf dem Probenschiittler. Die Proben
wurden erneut fir 5min bei 500G bzw. 1600rpm mit eingestellter Bremse zentrifugiert und der
Uberschuss erneut dekantiert. Die Proben wurde jeweils mit 1ml PBS-Messpuffer suspendiert und bis

zur Durchflusszytometrie auf Eis gekihlt und dunkel gelagert.

2.6.3  Ubersicht der verwendeten Firbepanel

Die genutzten Farbepanel basieren auf dem von Nagel et al. etablierten Ansatz. Im Rahmen von

Optimierungen wurde das Panel teilweise um Antikérper erganzt bzw. verringert (Tabelle 5).

Gerat Hersteller Klon Fluorchrom
CD34 Becton Dickinson 8G12 FITC
CD3 Becton Dickinson SK7 PE
CD19 Beckman Coulter J3-119 PE-Cy7
CD38 Becton Dickinson HB7 APC
CD20 BioLegend 2H7 Pb
CD13 Becton Dickinson L138 PE
CD33 Becton Dickinson P67.6 PE
CD10 Becton Dickinson HI10a APC
CD10 Becton Dickinson HI10a BV510
CD3 Becton Dickinson UCHT1 PB
CD16 BioLegend 3G8 PB
CD16 BioLegend 3G8 BV 785 /786
CRLF2 (TSLP-R) BioLegend 1B4 APC
Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Antikérper.
Panel
Tube Fluorchrom FITC PE PE-Cy7 APC PB
Antigen CD34 CD3 CD19 CD38 CD20
1 Volumen [pl] 30 30 10 10 3
Klon 8G12 SK7 J3-119 HB7 2H7
Antigen CD34 CD13 | CD33 CD19 CD10 CD3 | CD16
2 Volumen [pl] 30 15 25 10 10 2 7
Klon 8G12 L138 | P67.6 | J3-119 HB7 UCHT1 | 3G8

Tab. 6: Ubersicht des verwendeten FACS-Panels.

2.7  Durchflusszytometrische Sortierung der Proben

2.7.1 Sortierung fiir FISH-Analysen

Die Durchflusszytometrie stellt ein Verfahren zur Immunphanotypisierung und der Moglichkeit zur
anschlieRenden Sortierung von Zellen dar. Fiir die FISH-Analysen wurden die Zellen analog dem Panel
(Tabelle 6) gefarbt und im Durchflusszytometer FACSAria Fusion der Firma Becton Dickinson analysiert
und direkt auf Objekttrager sortiert. Bei Ausbildung von Zellausfdllungen wurden die Proben vor der
Analyse mittels 30um Zellfilter aufgereinigt. Messungen wurden mittels der BD FACSDiva Software
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dargestellt und auf Objekttrager sortiert. Verwendet wurde eine 100pum Dise (100 Micron Nozzle)
sowie ein Hullstromdruck von 20 psi. Die Objekttrager wurden mittels hydrophobischer Markierungen
fur je drei sortierte Populationen prédpariert und jeweils 70ul Carnoy Losung zur Zellfixierung innerhalb
der Markierung pipettiert. Dann erfolgte die Sortierung direkt in Carnoy Losung auf dem Objekttrager.
Auf Objekttrager sortierte Populationen wurden fiir 15 Minuten unter dem Abzug luftgetrocknet und
bis zur Hybridisierung bei -20°C gelagert. Eine Kompensation der genutzten Fluorchrome wurde vor
der ersten Analyse Uber gefarbte PBMC UltraComp eBeads durchgefiihrt. Bei koharenter sowie
konsistenter Darstellung der Populationen wurde die Kompensation fiir im Arbeitsverlauf folgende

Proben Gbernommen.

2.7.2  Zell Sortierung fir RNA- und DNA-Extraktion

Flr die RNA- sowie DNA-Extraktion wurden die Zellproben analog zu 2.7.1 aufbereitet und sortiert.
Anstelle von Objekttragern wurden die Zellen in Low-Binding-Tubes mit 350ul RLT Plus oder PBS mit
1% BSA sortiert. Zuvor wurden die Tubes tber Nacht mit PBS und 1% BSA inkubiert und vor dem
Sortieren dekantiert, um eine ausreichende Benetzung der Innenwande zu gewahrleisten und

mogliche Zellverluste durch Adhéasion zu vermeiden.

2.8 Definition hdmatopoetischer Zellpopulationen

Fir die Sortierung wurde analog zu Nagel et al. die Expression von acht Oberflaichenmarkern (CD34,
CD38, CD19, CD3, CD20, CD13, CD33, CD10) genutzt, um neun hamatopoetische Kompartimente
darzustellen (Tabelle 7). Diese stellen analog der Himatopoese die wichtigsten Zellpopulationen dar

(Abbildung 5).

Zellpopulation Abkiirzung Immunphanotyp
Hamatopoetische Stammzellen / Multipotente | HSC / MPP CD34+CD38-CD19-CD3-
Progenitor Zellen
Myeloische und lymphatische Progenitor Zellen | My-Ly-Pro CD34+CD38+CD19-CD3-
Leukdmische Zellen mit niedriger CD20 | LAIP 20- CD34+CD19+CD20-CD3-
Expression
Leukdmische Zellen mit hoher CD20 Expression | LAIP 20+ CD34+CD19+CD20+CD3-
Mature B-Zellen Mature B-Cell CD34-CD19+CD20+CD3-
Mature T-Zellen Mature T-Cell CD34-CD19-CD20-CD3+
Frihe myeloische Zellen M1 CD34+CD19-
CD13/CD33+CD10-CD16-
Spate myeloische Zellen M2 CD34-CD19-
CD13/CD33+CD10-CD16-
Mature myeloische Zellen M3 CD34-CD19-
CD13/CD33+CD10-CD16+

Tab. 7: Definition der hdmatopoetischen Zellpopulation anhand von Oberfléichenmarkern
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HSC CD34+CD38-CD19-CD3-

MPP CD34+CD38+CD19-CD3-
‘ !;; | ’{; ‘

Undeterminierte
Progenitorzellen .

;_/ \"-. ) i N . .
CD34+CD19-CD13/CD33+CD10-CD16- M1 . (S]] ...
& [elele] ...
v
CD34-CD19-CD13/CD33+CD10-CD16- M2 b T-Cell B-Cell LAIP CD20+ LAIP CD20-
\ CD34-  CD34- CD34+ CD34+
CD34-CD19-CD13/CD33+CD10-CD16+ M3 CD19-  CD19+ CD19+ CD19+
CD20-  CD20+ CD20+ CD20-
CD3+  CD3- CD3- CD3-

Abb. 5: Darstellung der Architektur der Hdmatopoese. Verschiedene fiir dieses Projekt genutzte hdmatopoetische
Kompartimente sind iiber Inmunphénotypen charakterisiert.

2.9 Gating Strategie und Analyse der sortierten Zellpopulationen

2.9.1 Sortierung der Patientenproben fiir FISH-Analyse

Fiir Zellen, die nach dem Panel (Tabelle 6) gefarbt wurden, wurde am FACS ein Debris-Ausschluss tGber
(Side-Scatter-Area (SSC-A) vs. Forward-Scatter-Area (FSC-A)) und Doubletten-Ausschluss (Forward-
Scatter-Height (FSC-H) vs. FSC-A) vorangestellt (Abbildung 6). Folgend wurden zur Isolierung der
definierten Immunphanotypen aus der Zellsuspension hierarchische Gates genutzt (Abbildung 7 und
8). Ziel der Auswahl und Abfolge der Gates in der Gating-Strategie war eine Auftrennung der
hamatopoetischen Entwicklungsstadien mit moglichst hoher Sortierreinheit. Zur Darstellung und
Analyse der Durchflusszytometer-Daten wurde die Software FlowJo Version 10.7.1 der Firma Becton

Dickinson genutzt.
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Abb. 6: Punktwolkendigramm der aufgezeichneten Events zum Ausschluss von Debris (links) sowie Ausschluss von
Zelldoubletten (rechts) der Knochenmark Probe 103060 bei Erstdiagnose mittels Forward Scatter und Side Scatter.
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Abb. 7: Darstellung der sortierten hdmatopoetischen Populationen des Probe 103060. Der LAIP wurde (iber CD19+CD34+
dargestellt und weiter (iber die CD20 Expression sowie fehlende CD3 Expression definiert. Stamm- sowie Progenitorzellen
(CD19-CD34+) wurden weiterhin iiber CD38-Expression definiert. Mature T-Zellen waren CD19-CD34-CD20- sowie CD3+.
Mature B-Zellen wurden als CD19+CD34-CD20+CD3- Population sortiert.
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Abb. 8: Darstellung der sortierten myeloischen Kompartimente. Myeloische Zellen wurden iiber CD10- sowie CD19- definiert.
Diese konnten in CD3/CD16- sowie CD3/CD16+ unterteilt und abschliefSend iiber CD34 und CD13/ CD33 Expression als friihe
myeloische Zellen (M1; CD34+CD19-CD13/33+CD10-CD16-), spdte myeloische Zellen (M2; CD34-CD19-CD13/33+CD10-CD16-)
und mature myeloische Zellen (M3; CD34-CD19-CD13/33+CD10-CD16+) abgegrenzt werden.

2.9.2  Sortierung von Patientenproben fiir RNA- und DNA-Extraktion

Analog der Sortierung der Proben fiir die FISH-Analysen wurden Debris- sowie Doubletten-Ausschluss
durchgefiihrt (Abbildung 6). Um eine hohere Zellzahl und somit potenziell héhere Extraktionsmenge
der RNA und DNA zu erhalten, wurden die leukdmischen Populationen als CD34+CD19+CD3- sowie die
myeloischen Zellen als CD19-CD10-CD13/CD33+ zusammengefasst.

2.9.3  Analyse der Sortierreinheit

Die durchflusszytometrische Sortierung zielt darauf ab, Zellen mit vordefiniertem Immunphanotypen
zu isolieren. Eine Kontrolle ist die Sortierreinheit, welche eine Beurteilung ermdglicht, ob tatsachlich
Zellen eines einzelnen Immunphanotypen erfolgreich sortiert wurden. Zur Bestimmung dieser werden

bereits sortierte Zellen eines Immunphanotypen erneut im Durchflusszytometer analysiert. Dabei
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entspricht der Anteil an richtig sortierten Zellen im Verhdltnis zu den insgesamt sortierten Zellen der
Sortierreinheit. Folglich werden bei hoher Sortierreinheit die Zellen der Reanalyse erneut als

gewtinschter Immunphadnotyp bestimmt.

Bei ausreichend verfiigbarer Zellzahl (>500 zu erwartende Zellen) der Populationen wurden Zellen
beim initialen Sortieren separat in mit PBS prdparierte FACS Tubes sortiert. Diese dienten als
Analysealiquot fiir die Sortierreinheit. Innerhalb der Reanalyse wurden mindestens 100-500 Zellen fiir

eine Reinheitsbeurteilung analysiert.

2.10 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) ist ein molekularzytogenetisches Verfahren fiir die
Untersuchung von definierten Chromosomen oder Chromosomenabschnitten innerhalb von Zellen.
Methodisch basiert die FISH auf DNA-Sonden, bestehend aus Polynukleotiden, welche komplementar
zu spezifischen genomischen Abschnitten sind. Eine vorangegangene kovalente Bindung der Sonde mit
Flourochromen ermoglicht eine Auswertung unter einem Fluoreszenz-Mikroskop. Im Rahmen des
Verfahrens wird die zu analysierende DNA der Zellen denaturiert und folglich eine Bindung der Sonden
am Zielabschnitt (Hybridisierung) ermoglicht. Mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops koénnen die
markierten Abschnitte analysiert und entsprechende Signalkonstellationen interpretiert werden. So
kénnen Kopienzahlvariation oder numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen wie
Translokationen identifiziert werden. Zur Analyse kommen Fusions-Sonden zum Einsatz, die beide
Fusionspartner mit unterschiedlichen Fluorochromen markieren — bei Vorliegen der Genfusion
resultiert ein Mischsignal. Alternativ werden auch break apart probes (BAP) benutzt. Hierbei werden
lediglich bei einem der beiden Fusionspartner ein proximal vom Bruchpunkt gelegener und ein distal
gelegener Genabschnitt markiert — bei einer Genfusion resultieren aufgrund des Genbruchs zwei split
signale. In Zusammenschau der Signalkonstellationen kénnen Subklone identifiziert und bei sortierten

hamatopoetischen Kompartimenten deren Auftreten in der Himatopoese beschrieben werden.

2.10.1 Ubersicht der verwendeten FISH-Sonden

Flr die Analysen des Probenkollektives wurden fiinf verschiedene BAP verwendet, um die Genfusionen
darzustellen (Tabelle 8). Aufgrund der raumlichen chromosomalen Nahe des PDGFRB und CSF1R Gens
konnte fiir Proben mit Translokation des CSF1R ebenfalls die PDGFRB BAP genutzt werden. Zur
zusatzlichen Bestatigung wurde exemplarisch fiir eine Probe mit IGH::CRLF2 Translokation neben der

IGH BAP auch eine CRLF2 BAP Sonde separat eingesetzt.

Um falsch positive und falsch negative Ergebnisse zu vermeiden, wurde vor dem Einsatz der FISH-
Assays eine Nachweisgrenze (Cut-Off-Wert) fiir jede DNA-Sonde bestimmt. Dieser wurde fiir die DNA-
Sonden an finf gesunden Kontrollproben und dem Auftreten pathologischer Signale in
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physiologischen Zellen bestimmt. Fiir alle DNA-Sonden wurde die Nachweisgrenze von 5% berechnet

(nach Ventura et al. 2006).

Bezeichnung Hersteller Bezeichnung Cut-Off (%)
IGH Break-Apart Probe Vysis Abbott LSI IGH Dual Color 5
PDGFRB Break-Apart Probe | Leica Biosystems Kreatech 5
EBF1 Break-Apart Probe Eigenherstellung 5
ABL1 Break-Apart Probe MetaSystems XL ABL1 BA 5
CRLF2 Sonde CytoTest CRLF2 BAP Kit 5

Tab. 8: Ubersicht der verwendeten FISH-Sonden

Exemplarisch nutzt die kommerzielle LSI IGH Dual Color Break-Apart Sonde der Firma Abbott-Vysis
einen 827kb groRen /IGH-Genlokus Abschnitt flir ein SpectrumGreen-Signal im telomerischen Bereich
sowie einen 282kb groRen Abschnitt fiir ein SpectrumOrange-Signal im zentromerischen Bereich. Bei
Vorliegen normaler Chromosomen erzeugt diese Sonde jeweils ein gelbes Fusionssignal auf beiden
homologen Chromosomen 14 resultierend aus dem beieinanderliegenden mit Orange und Griin
fluoreszenzmarkierten Sonden. Bei Vorliegen einer Translokation mit Beteiligung des IGH-
Genlokuswird ein Fluoreszenzsignal raumlich voneinander getrennt und kann ein einzelnes griines

oder oranges Signal identifiziert werden.

2.10.2 Vorverdau der Objekttrager

Flr die Hybridisierung wurden die mit fixierten Zellpopulationen beladenen Objekttrager mittels eines
Verdau-Programms prapariert (Tabelle 9). Der Einsatz einer Protease verhindert unspezifische
Fluoreszenzsignale durch Sonden-bindende Zytoplasmabestandteile und ermdoglicht simultan den
Transfer der Sonden in den Zellkern. Sowohl fiir das Verdau-Programm als auch das anschlieRende
Waschprotokoll wurde der VP-2000 der Firma Abbott Molecular als automatisierter Prozessor genutzt.
Im Anschluss an den Verdau wurden die Objekttrager lichtmikroskopisch nach zellreichen Arealen von

ca. 10mm GrolRRe untersucht und diese fir die Hybridisierungsflache markiert.

Reagenzienabschnitt Dauer [min] Temperatur [°C]
Protease 5 37
Aqua dest. 1 RT
1% Paraformaldehyd 2 RT
Aqua dest. 1 RT
Ethanol 70% 2 RT
Ethanol 80% 2 RT
Ethanol 100% 2 RT
Trocknen 5 RT

Tab. 9: Programmablauf Protease-Verdau fiir FISH

2.10.3 Hybridisierung der Proben

Fir die Hybridisierung wurden die Sonden jeweils auf die markierten Flachen der vorbereiteten
Objekttrager pipettiert. Das genutzte Volumen von 1,3l orientiert sich dabei an der GréRe des runden
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Deckglases, um eine ausreichende Abdeckung der Flache zu gewahrleisten, sowie eine potenzielle
LufteinschlieBung zu vermeiden. Folgend wurden das Volumen durch Deckglaser mit einem
Durchmesser von 10mm abgedeckt und durch Klebstoff (Fixogum) luftdicht verschlossen. Die
praparierten Objekttrager wurden zur Denaturierung fir mindestens 7 — 10min im Wasserbad bei 75°C
und anschlieRend fiir die Hybridisierung mindestens 16 Stunden bei 37°C im Inkubator gelagert. Im
Anschluss an die Hybridisierung wurden sowohl Kleberreste als auch die Deckglaser vorsichtig vom
Objekttrager entfernt und diese anschliefend mit dem Wasch-Programm im VP-2000 gewaschen und
Zellkerne mit DAPI gegengefarbt (Tabelle 10). Bis zur weiteren Prozessierung wurden Objekttrager zur
Vermeidung von Trocknungseffekten in 2x SSC gelagert. AbschlieBend wurden die Objekttrager mit
Antifade zur Vermeidung von Bleicheffekten und dem Erhalt der Fluoreszenz behandelt und fiir die

mikroskopische Analyse mit Deckgldsern (24x60mm) abgedeckt.

Reagenzienabschnitt Dauer [min] Temperatur [°C]
FISH Waschpuffer 1 2 72
FISH Waschpuffer 2 1 RT
2x SSC 1 RT
DAPI 5 RT
2x SSC Bis nachster Arbeitsschritt RT

Tab. 10: Programmablauf Waschprotokoll fiir FISH

2.10.4 Analyse von hybridisierten Objekttragern und Dokumentation

Die hybridisierten Objekttrager wurden mittels Zeiss Axioskop 2 Fluoreszenzmikroskops (63x / 1.4
numerische Apertur Ol-Objektiv) und entsprechenden Fluoreszenzfiltern analysiert. Die Ergebnisse
wurden von einer zweiten Person unabhangig kontrolliert. Soweit moglich wurden fir jede
Zellpopulation 100 kernhaltige Zellen ausgewertet und reprasentative Zellen fir die weitere

Dokumentation fotografisch mit der FISH Imaging Software Isis Version 5.2 festgehalten.

2.11 RNA- und DNA-Extraktion der sortierten Proben

Fur die Extraktion von RNA sowie DNA wurden das RNeasy Micro Kit sowie das AllPrep DNA/ RNA Micro
Kit von Qiagen verwendet. Bei Sortierung in mit 1% BSA versetztem PBS wurden die Zellen fiir 5
Minuten bei 500G abzentrifugiert und der entsprechende Uberstand dekantiert. AnschlieRend wurden
die Zellen in mit B-Mercaptoethanol (1:100) versetzten RLT-Puffer suspendiert. Dieser lysiert Zellen
und stabilisiert die enthaltene RNA. Folgend wurden die Zellen fiir die Homogenisierung auf eine
Qiagen Shredder Siule aufgetragen und entsprechend den Herstellerangaben fir 2 Minuten bei
maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Das Lysat wurde gemdR Herstellerangaben weiter
prozessiert. Zusammengefasst werden Nukleinsduren Uber Bindungseigenschaften verschiedener
Saulenmembranen selektiv isoliert und mehrschrittig gereinigt und ausgewaschen. RNA wurde hierbei

in RNase-freies Wasser sowie DNA in EB-Puffer (Qiagen) gel6st. Im Verlauf der Experimente konnte
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trotz mehrfacher Optimierung der Zellsortierung und Extraktion jedoch leider keine ausreichende
Menge an RNA extrahiert werden. Die Valdierung der Translokationsbruchpunkte Giber cDNA-basierte

PCR konnte dementsprechend mit dem initial genutzten Vorgehen nicht erfolgen.

2.12 Messung der RNA- sowie DNA-Konzentration von aus sortierten Patientenproben extrahierten

Nukleinsduren

Die Menge der eluierten Nukleinsauren wurde photometrisch am Nanodrop 2000 gemessen. Hierzu
wurden entsprechend 1l des Eluats aufgetragen und Menge sowie Absorptionsverhaltnis bestimmt.
Um besonders geringe RNA-Menge zu adressieren, wurde der Qubit als sensitivere Methodik genutzt.
Hierbei wurde den Herstellerangaben entsprechend die RNA in Qubit-Messpuffer gelost und

photometrisch gemessen.

2.13 cDNA-Synthese

Mittels des cDNA Synthesis Kits von Roche wurde aus der eluierten RNA cDNA synthetisiert. 2ng RNA
gelost in 22ul Nuklease-freiem Wasser wurden zusammen mit 4ul Random Hexamer Mix (Roche) den
Herstellerangaben entsprechend fiir 10 Minuten bei 65°C inkubiert (Tabelle 11 und 12). Anschliefend
wurden die 26l der Vorinkubation mit 14l Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese vermischt und im
Syntheseprogramm (Tabelle 13 und 14) prozessiert. Bei geringer RNA-Menge wurde die Ansatzmenge

halbiert und entsprechend 20ul Gesamtvolumen genutzt.

Komponente pl/ Ansatz
Random Hexamer Mix 4

RNA 22
Gesamtvolumen 26

Tab. 11: Ubersicht Protokoll Vorinkubation fiir die cDNA-Synthese

Temperatur [°C] Zeit [min]
65 10

Tab. 12: Ubersicht Programm Vorinkubation fiir die cDNA-Synthese
Komponente pl/ Ansatz
Transkriptor RT Reaktion Puffer (5x) 8
Protect RNase Inhibitor 1
Deoxynukleotid-Mix 4
Reverse Transkriptase 1
Gesamtvolumen 14

Tab. 13: Ubersicht Protokoll fiir die cDNA-Synthese

Temperatur [°C] Zeit [min]
25 10

55 30

85 5

Tab. 14: Ubersicht Programm fiir die cDNA-Synthese
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2.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR stellt eine Methode zur exponentiellen Amplifikation von DNA dar und kann durch die
Visualisierung mittels Gelelektrophorese zum Nachweis spezifischer DNA-Abschnitte dienen. In
Kombination mit fluoreszierenden DNA-interkalierenden Farbstoffen (SYBR Green) oder TagMan

Sonden kann eine Quantifizierung des resultierenden Amplikons erfolgen.

2.14.1 PCR-Design flir den Nachweis von Genfusion Bruchpunkten

Fir das Design der Bruchpunkt-spezifischen PCR-Ansdtze wurde das Programm SnapGene Version
5.2.4 von GSL Biotech LLC genutzt. Die genomischen Sequenzen der beteiligten Gene wurden aus der
NCBI-Gene Data Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) importiert und aus der RNA-
Sequenzierung identifizierte Bruchpunktsequenzen angefiigt. Fiir Standard-PCR Ansdtze wurden

AmplikongrofRen von 300-400bp sowie fiir gPCR Ansatze GroRen von maximal 200bp angestrebt.

2.14.2 Primer und TagMan-Sondendesign

Die verwendeten Oligonukleotid-Primer sowie die TagMan Sonde wurden mittels der Programme
Primer3Plus (https://primer3plus.com) sowie NCBI Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) entworfen (Tabelle 15). Eine Analyse
potenziell unspezifischer Bindungsstellen wurde mittels NCBI BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=bla
sthome) durchgefiihrt. TagMan Sonden fiir die Analyse der IGH-Translokation lagen als etablierte
Sonden im Hamatologie Labor Kiel fiir verschiedene IGH-J-Gen Bruchpunkte vor und wurden fiir diese
Arbeit nicht separat etabliert. Fiir die Sonden wurde der Reporter-Farbstoff 6-FAM-Phosphoramidit
am 5’-Ende sowie 5-Carboxytetramethylrhodamin (5-TAMRA) am 3’-Ende des Oligonukleotids genutzt
(Tabelle 16).

22


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
https://primer3plus.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

Name Sequenz Lange | Tm GC-
[bp] [°C] Gehalt

[%]

3 IGH:CRLF2 Top 2 | GGAAGGAAGTCCTGTGCGAG 20 60,39 | 60

Forward

3 IGH:CRLF2 Top 2 | CCTGGAGATTCCTTGCGGTC 20 60,46 | 60

Reverse

Rev Pr 2 CRLF2 | AGAGTTCACCTTTGCCGCTG 20 60,89 | 55

5’upstream CL2

Rev Pr 2  CRLF2 | TCATCTTTTGTCCCCCTCCC 20 59 55

5’upstream CI1

gR1 Cl1 /IGH::CRLF2 ATGGGTGGATGGATGCATGC 20 60,8 | 55

gR2 CI2 IGH::CRLF2 GCTTGTAGGCATTCTCCTCGT 21 60,1 | 52,4

gR1 CI3 IGH::CRLF2 GCTTGACAGCAGGAAGATTG 20 57,1 | 50

GAPDH Forward Primer | GAGTCAACGGATTTGGTCGT 20 55,1 | 50.0

GAPDH Reverse Primer GATCTCGCTCCTGGAAGATG 20 54,8 | 55.0

ABL1 Forward Primer TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT | 31 66,2 | 35,48

ABL1 Reverse Primer GATGTAGTTGCTTGGGACCCA 21 64,3 | 52,38

Tab. 15: Ubersicht der verwendeten Primer

Name Sequenz Lange [bp] | Fluoreszenzfarbstoff

RQ JH1/4/5Sonde ACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG 25 FAM / TAM

RQ JH3Sonde CAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAG 28 FAM / TAM

RQ JH6Sonde ACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAG 27 FAM / TAM

Tab. 16: Ubersicht der verwendeten TagMan-Sonde

2.14.3 Standard PCR

Fir die Standard PCR wurde der SensoQuest Thermozykler mit den in Tabelle 17 dargestellten

Komponenten sowie dem in Tabelle 18 beschriebenen Touchdown-PCR Protokoll genutzt. Dieses

ermoglicht eine initiale hohe Spezifitat der Amplifikation und verhindert eine Primerbindungen von

unspezifischen Sequenzen.

Komponente pl/ Ansatz Konzentration
Template der Reversen Transkriptase 1

10x PCR-Puffer Il 2,75

MgCl, 3 25mM

dNTPs 0,5 10mM
Forward Primer 0,5 10uM
Reverse Primer 0,5 10uM
Polymerase 0,1 5U/ul

H20 16,65

Gesamtvolumen 25

Tab. 17: Ubersicht iiber die verwendeten Komponenten fiir Standard PCR Anséitze
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Temperatur [°C] | Zeit [sec] | Zyklusanzahl

94 600 1

94 45

64 30 16

72 45 Touchdown (0,5°C / Zyklus)
94 45

56 30 29

72 45

72 300 1

10 20 1

2.14.4 Tab. 18: Ubersicht iiber das verwendete Standard PCR-ProtokollQuantitative PCR (qPCR)

gPCR-Ansatze wurden fiir SYBR-Green Ansatze auf dem LightCycler 96 sowie flir TagMan-Ansatze auf
dem LightCycler 480 Il von Roche durchgefiihrt. Die entsprechende Auswertung der Daten wurde lber
das Programm LightCycler 96 SW-Version 1.1 bzw. LightCycler 480 SW-Version 1.5.1 umgesetzt. Als
Kontrollgen fiir SYBR-Green Ansatze wurde GAPDH verwendet, wofiir etablierte Primer vorlagen.

Komponente pl/ Ansatz Konzentration
Template 1

LC SYBR Green Master 2x 10

H20 7

(Forward und Reverse) Primer Mix 2 5uM
Gesamtvolumen 20

Tab. 19: Ubersicht iiber die verwendeten Komponenten fiir SYBR-Green Ansétze

Temperatur [°C] Zeit [sec] | Zyklusanzahl
95 300 1
95 20
60 15 40
72 15
95 5
70 60 1
95 1
37 30

Tab. 20: Ubersicht iiber das verwendete qPCR-Protokoll fiir SYBR-Green Ansdtze
Komponente ul/ Ansatz Konzentration
Forward Primer 0,3 20uM
Reverse Primer 0,3 20uM
TagMan Sonde 0,2 20uM
Gesamtvolumen 25

Tab. 21: Ubersicht Primerkombination fiir TagMan qPCR Anséitze
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Komponente pl/ Ansatz
Template 5
FastStart Essential DNA Green Master 12,5

H20 6,5
(Forward und Reverse) Primer Mix 1
Gesamtvolumen 25

Tab. 22: Ubersicht Protokoll fiir TagMan qPCR Ansdtze

Temperatur [°C] Zeit [sec] | Zyklusanzahl
50 120 1

95 600 1

95 15

60 60 50

Tab. 23: Ubersicht Programm fiir TagMan qPCR Ansiitze

2.15 Gelelektrophorese

Mittels der Gelektrophorese kdnnen PCR-Amplifikate entsprechend ihrer Basenpaarlange durch das
Anlegen einer elektrischen Spannung aufgetrennt werden. Ethidiumbromid (GelRed) interkaliert mit
der DNA und ermoglicht somit eine optische Beurteilung mittels UV-Licht. Die GroRe des Amplifikats

kann Uber eine Leiter von DNA-Elementen bekannter Lange evaluiert werden.

Fir Standard-PCR Produkte wurden mit BioRed Gel Farbstoff (Verhaltnis 1:10.000) versetzte 2%
Agarosegele genutzt. 10ul PCR-Produkt wurden anschlieBend mit 3 pl Ladepuffer gemischt und 10ul
der Mischung in die Geltaschen pipettiert. AnschlieRend wurde an das Agarosegel flir 45min eine
Spannung von 130V angelegt. Die Ergebnisse wurden mittels der Software AlphaView von Biozym
Scientific GmbH evaluiert und digital dokumentiert. Als DNA Leiter wurde die FastRuler Low Range

DNA Ladder genutzt.

2.16 Identifizierung der genomischen Bruchpunkte von IGH:CRLF2 in Patientenproben mittels
EuroClonality-NGS DNA Capture Panel

DNA-Bruchpunkte der IGH::CRLF2 rearrangierten Patientenproben wurden Uber das EuroClonality-
NGS DNA Capture Panel der Firma univ8 (Stewart et al. 2021) fiir eine Kohorte von n=10 Proben
identifiziert. Ein NGS DNA Capture Panel ist ein Verfahren, welches bestimmte DNA-Sequenzen einer
Probe erfassen und analysieren kann. Das genutzte EuroClonality Panel ist u.a. spezifisch fiir IGH-
Regionen sowie rekurrente Translokationspartner des IGH-Lokus entwickelt. Diese Untersuchung
wurde Uber eine Kooperation durch Prof. David Gonzalez de Castro aus der Queen’s University Belfast

durchgefiihrt.

2.17 Etablierung von IGH::CRLF2-Genfusion basierten MRD-Ansatze

Im Rahmen der MRD-Diagnostik waren fiir alle untersuchten Patienten mittels Sequenzierung des

IG/TR-Lokus ein oder mehrere patienten-spezifische V(D)J-Rearrangements identifiziert worden, die
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als klonale Marker fiir das Monitoring der Leukdmiezellast im Rahmen der MRD-Diagnostik verwendet

worden waren. Diese Daten wurden vom Hamatologie Labor Kiel bereitgestellt.

Zur Etablierung vom IGH::CRLF2 Fusionsgen als MRD-Marker wurden Primer entworfen, welche jeweils
IGH und CRLF2 am Bruchpunkt flankieren. Fir Quantifizierung der Fusionsgen-Amplikons wurden
TagMan IGH-J Sonden genutzt, die bereits im Rahmen der IG/TR-basierten MRD-Messung zum Einsatz
kommen. Hohe Schmelztemperaturen (Tm) bei der PCR erhdhen die Spezifitat der Primer hinsichtlich
ihrer Bindung an die komplementdre Zielsequenz. Um Primer mit hoher Spezifitat zu bestimmen,
wurden je funf der Primer als verschiedene Kombinationen fiir jeden Patienten bei Tm 60, 62 und 64°C
zunachst im SYBR Green Assay hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitdt analysiert. Als Sensitivitat
wurde hier ein moglichst friher Cycle Threshold-Wert (Ct-Wert) als Zeichen des Beginns der
exponentiellen Amplifikation definiert, wahrend hinsichtlich der Spezifitat unspezifische Amplifikation

in gepoolter DNA gesunder Spender, dem Buffycoat (BC), iberprift wurde.

Die Primerkombination mit moglichst niedrigem Ct-Wert und moglichst geringer unspezifischer
Amplifikation wurde anschliefend im TagMan Assay fiir die Definition von Sensitivitat und Spezifitat
genutzt. Hierflir wurden etablierte IGH-J-Bruchpunkt-Sonden sowie vorhandene Verdiinnungskurven
der jeweiligen Patienten-Leukdmieproben DNA verwendet. Diese enthalten definierte Kopienzahlen
an DNA (ber 7 Verdiinnungsstufen. Sensitivitat und Spezifitdt der Ansatze wurden anhand etablierter
Richtlinien fiir die MRD-Diagnostik bestimmt. Dabei wird die Sensitivitat fir den TagMan Assay lber
die niedrigste amplifizierbare Kopienanzahl der Verdiinnungsstufe bestimmt, wobei ein Abstand von
einem CT-Wert zum BC sowie weniger als 20 Zyklen zur unverdiinnten Probe gegeben sein miissen. Als
Spezifitat gilt die Verdiinnungsstufe bei der <= 1,5 CT-Werte Unterschied zwischen den Replikaten
liegt, sowie ein Mindestabstand von >= 3 CT-Werten zur BC-Amplifikation. Weiterhin miissen

definierte Abstande zwischen den einzelnen Verdiinnungsstufen erfiillt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Kohorte

Um zu prifen, ob analog zur BCR::ABL1-positiven ALL auch ein multilinedrer Phanotyp bei der
BCR::ABL1-like ALL vorkommt, wurde die Verteilung von Treiberfusionen der BCR::ABL1-like ALL in
unterschiedlichen hamatopoetischen Kompartimenten von Leukamieproben untersucht. Dazu konnte
das primardiagnostische Material von 20 BCR::ABL1-like ALL Patienten mit (iber RNA-Sequenzierung
identifiziertem BCR::ABL1-like Genexpressionsprofil genutzt werden. Aufgrund der vorliegenden
Treiberfusionen wird ein JAK-STAT-Klassen Subtyp (z.B. IGH::CRLF2, JAK2-Genfusionen) von einem ABL-
Klassen Subtyp (z.B. PDGFRB-, ABL1-, CSF1R-Genfusionen) der BCR::ABL1-like ALL unterschieden.
Basierend auf dem Vorkommen von ABL-Klassen Treibergenfusionen auch in andern
hamatopoetischen Stammzellerkrankungen (myeloproliferative Neoplasien) lag die Annahme nahe,
dass am ehesten bei ABL-Klassen BCR::ABL1-like ALL eine multilinedrer Beteiligung nachzuweisen sein
wirde. Insgesamt wurden fiir eine vergleichende Analyse 10 Patienten mit JAK-STAT-Klassen
Alterationen sowie 10 Patienten mit ABL-Klassen Alterationen untersucht, wobei aufgrund von
unzureichender Materialqualitdt nur 9 der 10 ABL-Klassen Proben analysiert werden konnten. In
insgesamt 13/ 19 Proben konnte Knochenmark genutzt werden, wobei in 9/ 10 Proben der JAK-STAT-
Klasse und 4/ 9 Proben der ABL-Klasse Knochenmark verfiigbar war (Tabelle 24). Das mediane Alter
bei Diagnosestellung betrug 29 Jahre bei einer Geschlechterverteilung von 14 mannlichen gegeniiber

5 weiblichen Patienten.
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Patient ID Geschlecht | Alter | Translokation Klassifizierung Material

129910 M 21 |EBF1-PDGFRB ABL-Klasse Knochenmark
BERLINLB6768 M 24| SSBP2-CSF1R ABL-Klasse Peripheres Blut
BERLINS57674 M 55 | EBF1-PDGFRB ABL-Klasse Peripheres Blut
BERLINS71305 M 52 | EBF1-PDGFRB ABL-Klasse Knochenmark
BERLINS55386 M 17 | NUP214-ABL1 ABL-Klasse Peripheres Blut
103041 M 41| EBF1-PDGFRB ABL-Klasse Peripheres Blut
BERLINS71390 W 70 | EBF1-PDGFRB ABL-Klasse Knochenmark
BERLINML3377 M 24 | MEF2D-CSF1R ABL-Klasse Knochenmark
BERLINML4179 W 27 | TNIP1-PDGFRB ABL-Klasse Peripheres Blut
BERLINLB6980 M 29 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
KIEL17-11841 M 25 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
129867 w 52 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
129919 M 43| IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
J00729 M 19| IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
129895 w 47 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Peripheres Blut
BERLINS68387 M 24 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
129914 w 18| IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark
103060 M 74 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse |Knochenmark
BERLINML4007 M 34 | IGH-CRLF2 JAK-STAT-Klasse | Knochenmark

Tab. 24: Ubersicht der Patientencharakteristika. M:= Mdnnlich, W:= Weiblich

3.2 Durchflusszytometrische Analyse der Proben

3.2.1  Immunphédnotyp der Leukdmie (LAIP)

Blut- und Knochenmarkproben der 20 Patienten bei Erstdiagnose wurden mittels Durchflusszytometrie
analysiert und mittels FACS-Sortierung in verschiedene hdmatopoetische Zellkompartimente
aufgetrennt. Die leukdmischen Blasten konnten in allen Proben mit einer Expression der Marker CD34,
CD19 sowie CD10 definiert werden (Tabelle 25). Dies entspricht der Definition einer common-ALL nach
aktuell glltiger diagnostischer EGIL-Klassifikation. Der haufigste LAIP war
CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+. Durch die variable CD34-Expression des LAIP wurde die
Abgrenzung zu der B-Zell-Population teils erschwert (Abbildung 10). Eine CD20 Expression konnte in
allen Proben auf leukdamischen Zellen identifiziert werden. In 12 Proben konnte ein CD38 positiver
sowie in zwei Proben ein CD13/CD33 positiver LAIP nachgewiesen werden. Da CD13/CD33
insbesondere auf myeloischen Zellen exprimiert wird, eroffnet dies die Moglichkeit einer
Kontamination myeloisch sortierter Zellen mit CD13/33 positiven leukdmischen Zellen. CD10 ist ein
Oberflachenmarker, welcher auf myeloischen Zellen nicht exprimiert wird und sich in der Common-B-
ALL auf leukdmischen Zellen wiederfindet. Eine CD10 Expression konnte in allen Proben fiir den LAIP
festgestellt werden und diente somit als zusatzlicher Diskriminierungsmarker. Im Histogramm zeigte

sich zusatzlich ein Unterschied in der Starke der CD13/33 Expression zwischen myeloischen und
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leukdmischen Zellen (Abbildung 11), sodass zusammen mit einem Ausschluss der Sortierung

leukamischer Zellen iber die Gatingstrategie eine hohe Sortierreinheit ermoglicht wurde.

Blastenanteil im | Anteil

Patient ID LAIP KM CD20+ in %

129910 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 44% 62%
BERLINLB6768 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 90% 25%
BERLINS57674 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 80% 87%
BERLINS71305 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 60% 58%
BERLINS55386 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 93% 71%
103041 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 60% 70%
BERLINS71390 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 77% 77%
BERLINML3377 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 94% 70%
BERLINML4179 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 90% 93%
BERLINLB6980 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 91% 54%
KIEL17-11841 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 80% 40%
129867 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 74% 15%
129919 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33+CD20- 70% 0%
J00729 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 71% 54%
BERLINML4007 CD34+CD19+CD38-CD10+CD13/CD33-CD20+ 85% 92%
129895 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 90% 8%
BERLINS68387 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 89% 0%
129914 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 87% 10%
103060 CD34+CD19+CD38+CD10+CD13/CD33-CD20+ 89% 23%

Tab. 25: Ubersicht der LAIP der analysierten Proben

CRLF2 kodiert einen Zytokin-Rezeptor, welcher infolge der IGH::CRLF2-Translokation auf der
Oberflache leukamischer Zellen {iberexprimiert wird. Im Falle einer multilinedren Beteiligung kénnte
folglich eine Oberflachenexpression von CRLF2 mit einem Antikdrper angefarbt werden und als
Indikator flr Translokation-tragende Zellen gelten. Entsprechend wurden fiir die IGH::CRLF2
rearrangierten JAK-STAT-Klassen Proben 129914, 129919 sowie zum Screening weitere zwei Proben
aulerhalb der initialen Kohorte (J00706, J00723) mit einem CRFL2 Antikorper (Tabelle 5) analysiert.
Insgesamt konnte eine erhéhte CRLF2 Expression einzig dem LAIP durchflusszytometrisch identifiziert
werden, wahrend myeloische, B- und T-Zellen einen CRLF2-negativen Immunphanotyp ergaben.
Insbesondere die Probe 129919 mit Gber die FISH-identifizierten Translokation-tragenden myeloischen

Zellen wies in einer Reanalyse keine erhohte CRLF2 Expression auf.

Fir die Probe BERLINML3377 konnte durchflusszytometrisch eine zusatzliche leukdmische Population
mit einem Anteil von etwa 8% der Gesamtzellen identifiziert werden. Diese wies eine verstarkte CD34

sowie verminderte CD38 Expression auf (Abbildung 10).
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Normalized To Mode

Comp-PE-A :: CD13_CD33-PE
Abb. 11: Probe 129919 mit Darstellung der Intensitét der CD13/33 Expression auf myeloischen Zellen (rot) und dem LAIP (blau)

3.2.1.1 Optimierung des Farbeprotokolls

Bei den ersten durchgefiihrten FACS-Sortierungen konnte wiederholt ein Shift der Zellen wahrend der
Messung beobachtet werden, welcher dazu fiihrte, dass eine entsprechende Anpassung der Sorting-
Gates erfolgen musste. Dieses Problem zeigte sich in gleichem AusmaR fiir alle Populationen, sodass
eine Verfalschung der Sortierreinheit durch die Anpassung unwahrscheinlich erschien. Als Ursache fir
die zunehmende Fluoreszenz-Intensitat wurde eine unspezifische Bindung der Marker durch freie DNA
in den gefarbten Proben angenommen. Durch Adaptation des Waschprotokolls mit Zugabe des DNAse

haltigen FACS Running Puffer (Miltenyi Biotec) trat dieses Phanomen nicht mehr auf.

3.2.2 Sortierreinheit von sortierten Patientenproben

Fir 17 von 20 Patienten konnten fiir alle Populationen mit Ausnahme der Stamm- sowie
Progenitorzellen Reanalysen zur Sortierreinheit erfolgen. Diese betrug im Mittel 90,5%, wobei die
niedrigste Sortierreinheit die friihen myeloischen Zellen (Population M3) mit im Mittel 85% sowie die
hochste die maturen T-Zellen mit im Mittel 95% betraf. Es wurde angestrebt, flr samtliche sortierte
Population eine Reanalyse anzufertigen. Insbesondere fiir Populationen wie Kompartiment M1 wurde
durch die geringe Zellzahl die Aussagekraft der Sortierreinheit begrenzt und ist bei Werten <100
reanalysierten Zellen in Tabelle 26 ebenfalls mit n.a. angegeben. Zusammengefasst konnte fiir den
GrofSteil der sortierten Kompartimente eine hohe Sortierreinheit erreicht werden. Fiir die

Progenitorzellen sowie Stammzellen konnte nur selten eine Reanalyse erfolgen.

Zusammenfassend  konnten  hdmatopoetische = Kompartimente  erfolgreich  Gber die

Durchflusszytometrie dargestellt und mit hoher Reinheit sortiert werden.
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Patient ID Klasse
129910 ABL
BERLINLB6768 ABL
BERLINS57674 ABL
BERLINS71305 ABL
BERLINS55386 ABL
103041 ABL
BERLINS71390 ABL
BERLINML3377 ABL
BERLINML4179 ABL
BERLINLB6980 JAK-STAT

KIEL17-11841 JAK-STAT
129867 JAK-STAT
129919 JAK-STAT
J00729 JAK-STAT
129895 JAK-STAT
BERLINS68387 JAK-STAT
129914 JAK-STAT
103060 JAK-STAT

BERLINML4007  |JAK-STAT
Tab. 26: Ubersicht der Sortierreinheit fiir durchflusszytometrisch sortierte Proben. Zur Analyse der Sortierreinheit wurden
bereits sortierte Zellen erneut durchflusszytometrisch analysiert und hinsichtlich des reanalysierten Immunphdénotypen als
korrekt oder inkorrekt sortiert eingeordnet. Farbkodierung anhand der Hohe der Sortierreinheit absteigend von Griin zu Rot.

3.3  FISH-Analyse von sortierten Zellpopulationen

Sortierte hamatopoetische Kompartimente wurden mittels BAP hinsichtlich der {ber RNA-
Sequenzierung identifizierten Translokationen mit spezifischen FISH-Sonden analysiert. Aufgrund einer
Fehlhybridisierung (Patient 129914) und schlechter Zellqualitat (129910 und BERLINS55386) konnten
nur 17 der 19 sortierten Proben ausgewertet werden. Im Durchschnitt konnten 70 Zellen pro
Population von zwei unabhangigen Personen ausgezahlt werden, wobei erwartungsgemall Stamm-
und Progenitorzellen sowie frilhe myeloische Zellen geringe Zellzahlen aufwiesen. Eine
Beispielauswertung ist in Abbildung 12 gezeigt. Trotz der Hybridisierung der zellreichen Areale auf dem
Objekttrager konnte nur ein geringer Anteil der urspriinglich sortierten Zellen ausgewertet werden.
Ursachlich waren hierfiir Zell Debris sowie fehlende Zellkernintaktheit sowie die im Vergleich zur
Sortierflache kleine Hybridisierungsfliche. Da nicht die gesamte Flache des Kreises auf dem
Objekttrager mit einer Sonde hybridisiert wurde, waren am Markierungsrand gelegene Zellen nicht

analysierbar.

Abb. 12: Beispielbilder der Probe 129867 mit IGH::CRLF2 Fusion und IGH BAP Sonde. Links dargestellt ein zu erwartende
Normalbefund mit ko-lokalisierten Sonden in sortierten B-Zellen. Rechts dargestellt ein split signal als Ausdruck einer
Translokation im sortierten LAIP.

32



Leukemia 1

5 50K =

40K =

- 30K =
5 meture B-Cell Leukemia 1 Leukemia 2
3 1,07 78,7 35

Count.

20K =

LAIP20neg

Comp-DAPI-A,: CD20-PacB

= 821
b ! e
H_:' 10 R
£ 3
8 1 Frrmy T Ty 1 ey 04
B 3 . 10 10° 10° 10! 105 0 50K 100K 150K WOK 260K
E " Como-PE-A :: CD3-PE FSC-H
) .
& Leukemia 2
o 2
-3 107 3 .
g 0’ 50 =
°© 3
| HSC_Pro 3 m‘._; LAP€020.s08 200 ]
3 0,090 & oo
,e 3] E 150 =
T iowg 3
10! 10° 10’ 10# 10° % i o]
2 5] LAIP_CD20_neg
W
Comn-FITC-A :: CD34-FITC § E| 121
50 =

Como-PE-A :: CD3-PE FSC-H

Leukemia 1 Leukemia 2

0,0

Abb. 33: FISH und FACS-Analyse der leukdmischen Populationen der Probe BERLINML3377. Die Hauptpopulation (Leukemia 1)
wies innerhalb der FISH eine Translokation (CSF1R) auf. In der zweiten leukdmischen Population (Leukemia 2) konnte ebenfalls
eine Translokation nachgewiesen werden, wobei hier eine Hyperdiploidie imponierte. Hierzu passend, zeigten sich Zellen der
Leukemia 2 Population im FSC mit annéhernd doppelter Gréf3e im Vergleich zu Zellen der Leukemia 1 Population.

ﬁ
Hyperdiploidie

3.3.1 Analyse von ALL Leukdmieproben mit ABL-Klassen Fusion

In der Kohorte der ABL-Klassen ALL Proben konnte fiir 7 der 9 sortierten Patientenproben eine FISH-
Analyse erfolgen. Hierzu wurden PDGFRB-, ABL1- sowie EBF1-Break-Apart Sonden genutzt. Insgesamt
wurden 49 der 63 Felder ausgewertet, wobei fiir alle Proben eine Auswertung der T-Zellen sowie M2-
und M3-Population moglich war. In nur drei Fallen konnte eine Analyse der Stammzellen und
Progenitorzellen erfolgen. Der Translokationsnachweis war in allen leukdmischen Populationen
moglich und in 6 von 7 Proben auf den LAIP CD20+/ - beschrénkt. Die Probe BERLINS71305 zeigte die
Translokation, teils subklonal, in den reifen lymphatischen B-Zellen. Aufgrund der teils schwierigen

Abgrenzung der B-Zellen von der leukdmischen Population sowie der Moglichkeit CD34-negativer
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leukdmischer Zellen wurden diese Ergebnisse nicht als sichere multilinedre Manifestation der
Genfusion aufgefasst. Keine der myeloischen sowie Stamm- oder Progenitorzellpopulationen wies eine
Translokation auf (Tabelle 30). Der Patient BERLINML3377 (MEF2D::CSFIR Translokation) zeigte
durchflusszytometrisch zwei leukdmische Populationen, welche separat sortiert wurden (Abbildung
13). Innerhalb der FISH konnte fir die stark CD34 positive Population eine Hyperdiploidie festgestellt

werden.

Bei der Probe BERLINS55386 (NUP214::ABL1 Translokation) konnte ein Translokationsnachweis mittels
ABL1 Break-Apart Sonde trotz erfolgreicher Hybridisierung nicht erfolgen. Aufgrund der nahen
Lokalisation der beiden beteiligten Gene auf Chromosom 9 fiihrt die Translokation zu einem
gleichbleibenden Fusionssignal. Dabei werden 3’gelegene Teile unterschiedlicher GroRe (roter
Sondenanteil) ausgetauscht, wodurch eine theoretische Konstellation eines groBeren und eines
kleineren roten Fusionssignals resultieren wiirde (Abbildung 14). Eine valide Differenzierung zwischen
intaktem Chromosom und moglicher Translokation ist jedoch aufgrund der unzureichenden Auflésung

nicht moglich.

SHGC-147754

420 kb

ABL1
Bruchpunkt ABL1 —» .

NUP214

Bruchpunkt NUP214 ——»
429 kb

RH41948

Abb. 44: Schema der NUP214::ABL1 Translokation. Aufgrund des Austausches roter Sondensignale ist eine Differenzierung
mutierter Zellen nicht méglich. Die mikroskopische Aufnahme verdeutlicht exemplarisch das zu erwartende Bild eines
vergréf3erten sowie eines verkleinerten roten Signals in der Probe BERLINS55386.

Insgesamt konnte damit die initiale Erwartung einer multilinedrer Beteiligung der ABL-Klassen
BCR::ABL1-like Genfusionen nicht bestatigt werden. Es zeigte sich ein auf den LAIP beschrdnktes

Verteilungsmuster der Genfusion in 9 Patientenproben.

3.3.2 Analyse der Proben mit JAK-STAT-Klassen Fusion

Die (ber eine JAK-STAT-Klasse-Fusion getriebenen BCR::ABL1-like ALL stellt eine zweite diagnostische
Untergruppe der BCR::ABL1-like ALL dar. Fiir 9 der 10 analysierten Proben der JAK-STAT-Klasse konnte
eine Auswertung mittels BAP erfolgen. Insgesamt konnten Zellen in 70 der 81 hybridisierten Felder
ausgewertet werden. T-, B-Zellen sowie Zellen der Populationen M2 und M3 wurden in 8 von 9 Proben

erfolgreich analysiert.
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Bei allen analysierbaren Proben konnte der Translokationsnachweis im LAIP erfolgen. Bei dem
Patienten KIEL17-11841 konnte ein Translokationsnachweis in den Kompartimenten der T-Zellen sowie
M2 und M3 nachgewiesen werden. Fir diese multilinedre Beteiligung in nicht leukdmischen
Kompartimenten wiesen die Zellen die gleiche Sondenkonstellation des pradominanten Klons der
Leukdmie auf. Eine Stamm- oder Progenitorzellbeteiligung konnte bei dem Patienten trotz guter
Hybridisierungsergebnisse nicht erfolgen. Das Kompartiment M1 wies bei dem Patienten eine

insuffiziente Zellzahl fiir eine Auswertung auf.

KIEL17-11841 Dominanter Klon Subklon
MPP/ HSC 100x 2Ko

Pro 49x 2Ko

LAIP CD20+ 100x 1Ko 1R 1G

LAIP CD20- 86x 1Ko 1R 1G 14x 1Ko 1R
B-Zellen 100x 2Ko

T-Zellen 53x 2Ko 47x 1Ko 1R 1G
Myeloische Zellen M1 n.a.

Myeloische Zellen M2 58x 2Ko 7x 1Ko 1R 1G
Myeloische Zellen M3 51x 2Ko 6x 1Ko 1R 1G

Tab. 26: FISH-Analysen des Patienten KIEL17-11841. Kolokalisiert (Ko) entspricht einem physiologisch intaktem Genabschnitt,
einzelnes rotes (R) oder einzelnes griines (G) Signal entsprechen einem Genbruch. Ubersicht der aberranten Zellen pro
ausgezdhlten Zellen in Tabelle 29

Patient 129919 wies eine Infiltration der M2 Population auf. Diese war anhand der auswertbaren
Zellzahl mit 72 im Vergleich zu 15 Zellen in der M1- und 22 Zellen in der M3-Population am
reprasentativsten flir das myeloische Zellkompartiment. Der aberrante myeloische Klon zeigte eine mit
den dominanten leukdmischen Klonen (bereinstimmende Sondenkonstellation. Stamm- und

Progenitorzellen konnten Zellzahl-bedingt nicht ausgewertet werden.
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129919 Dominanter Klon | Subklon
MPP/ HSC n.a.
Pro n.a.
LAIP CD20+ 89x 1F 1R 1G
LAIP CD20- 44x 1F 1R 1G
B-Zellen 86x 2F
T-Zellen 100x 2F
Myeloische Zellen M1 | 15 x 2F
Myeloische Zellen M2 | 36x 2F 46 x 1F 1R 1G
Myeloische Zellen M3 | 22x 2F

Tab. 27: FISH-Analysen des Patienten 129919. Kolokalisiert (Ko) entspricht einem physiologisch intaktem Genabschnitt,
einzelnes rotes (R) oder einzelnes griines (G) Signal entsprechen einem Genbruch. Ubersicht der aberranten Zellen pro
ausgezdhlten Zellen in Tabelle 29

Im weiteren Verlauf konnte zur Erhartung der myeloischen Beteiligung die Probe 129919 sowohl mit
dem BD FACSAria Fusion als auch dem MACSQuant Tyto Cell Sorter erneut sortiert und erfolgreich mit
einer CRLF2 BAP Sonde hybridisiert werden (Abbildung 15). Hier zeigte sich in jeweils 100 ausgezahlten
Zellen ein Translokationsnachweise in 65-72% der myeloischen Zellen (M2) sowie 98% des LAIP.
Exemplarisch zeigten 100% der sortierten T-Zellen keine Translokation. Weiterhin konnte eine

zusatzliche Kopie des CRLF2 Gens im LAIP- und M2-Kompartiment identifiziert werden.

Abb. 55: FISH-Analyse der M2 Population der Probe 129919 mittels CRLF2 Sonde. Es zeigen sich zwei kolokalisierte Sonden-
Konstellationen (griin-rotes bzw. gelbes Signal) sowie jeweils ein separiertes griines und rotes Signal. In Zusammenschau ist
dies mit einer zusdtzlichen Kopie des CRLF2-Genes und zeitgleich vorliegender Translokation vereinbar.

Patient JO0729 zeigte eine Translokation in den hdamatopoetischen Stammzellen mit der gleichen
Sondenkonstellation wie im vorherrschenden Klon des LAIP. Limitierend war dieses Kompartiment
durch eine insgesamt sehr geringe Zellzahl beschrankt. In den (brigen hamatopoetischen

Kompartimenten konnten bei diesem Patienten keine aberranten Zellen identifiziert werden.
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J00729 Dominanter Klon |  Subklon
MPP/ HSC 29x 2F 6x 1F 1R 1G
Pro 100x2F

LAIP CD20+ 84x1F1R1G | 16x1R2G
LAIP CD20- 83 1F IR 1G ZélF "
B-Zellen 100x 2F

T-Zellen 100x 2F

Myeloische Zellen M1 100x 2F

Myeloische Zellen M2 100x 2F

Myeloische Zellen M3 41x 2F

Tab. 28: FISH-Analysen des Patienten J00729. Kolokalisiert (Ko) entspricht einem physiologisch intaktem Genabschnitt,
einzelnes rotes (R) oder einzelnes griines (G) Signal entsprechen einem Genbruch. Ubersicht der aberranten Zellen pro
ausgezdhlten Zellen in Tabelle 29

Des Weiteren konnten in der Probe BERLINS68387 sieben vermeintlich aberrante Zellen innerhalb
myeloischer Populationen (M2 und M3) identifiziert werden. Aufgrund der geringen Anzahl aberranter
Zellen, der starken Heterogenitait der Sondenkonstellation sowie insgesamt schlechter

Hybridisierungsqualitat wurden diese Ergebnisse als Artefakt gewertet.

3.3.3 Zusammenfassende Analyse der FISH

In Zusammenschau konnten erfolgreich FACS sortierte hamatopoetische Zellpopulationen mittels FISH
hinsichtlich des Auftretens von Genfusionen untersucht werden. Eine Zusammenfassung der FISH-
Ergebnisse ist in Tabelle 29 dargestellt. Wahrend in den ABL-Klassen in keiner Probe eine multilinedre
Beteiligung nachweisbar war, zeigten n=3 Proben der JAK-STAT-Klassen eine variierende Beteiligung
myeloischer Kompartimente (M2 und M3) oder Stammzellen (MPP/HSC). Dieses Resultat entsprach
damit nicht der urspringlich verfolgten Annahme, dass eher Patienten mit ABL-Klassen
Rearrangement eine multilinedre Beteiligung zeigen kénnten. Weiterhin konnte kein eindeutiges
Muster in den multilinedren Beteiligung dargestellt werden, wie es in der BCR::ABL1-positiven ALL
beschrieben ist. Dennoch konnte mit dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass es im JAK/STAT

Subtyp der BCR::ABL1-like ALL eine multilinedre Beteiligung gibt.
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. MPP/ LAIP LAIP T-
Patient Klasse HSC Pro CD20+ CD20- B-Zellen Zellen M1 M2 M3
129910 ABL-Klasse n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
BERLINLB6768 ABL-Klasse n.a. n.a. n.a. n.a.

BERLINS57674 ABL-Klasse n.a. n.a. 23/23 55/55

BERLINS71305 ABL-Klasse 100/100 | 100/100

BERLINS55386 ABL-Klasse n.a. n.a.

103041 ABL-Klasse 48/48 100/100

BERLINS71390 | ABL-Klasse 100/100 | 100/100

BERLINML3377 | ABL-Klasse 100/100 | 100/100

BERLINML4179 | ABL-Klasse 100/100 | 100/100

BERLINLBG980 | *AKSTAT- 100/100 | 100/100
Klasse

KIEL17-11841 JAK-STAT- 100/100 | 100/100
Klasse

129867 JAK-STAT- 96/96 | 100/100
Klasse

129919 JAK-STAT- 100/100 | 44/44
Klasse
AK-STAT-

100729 JAKS 100/100 | 90/90
Klasse

BERLINMLA007 | ~AKSTAT- n.a. n.a. 51/51 11/11
Klasse
AK-STAT-

129895 JAK-S 100/100 | 100/100
Klasse

BERLINS68387 | *NKSTAT- n.a. n.a.
Klasse

129914 JAK-STAT- n.a. n.a.
Klasse

103060 JAK-STAT- 86/86 31/31
Klasse

Tab. 29: Ubersicht der Ergebnisse der FISH von n=19 BCR::ABL1-like ALL Samples. Dargestellt sind die von zwei Personen
unabhdngig tiberpriiften Zdhlergebnisse der Zellen, wobei Anzahl der Aberranten/ Anzahl der insgesamt ausgezdhlten Zellen
gilt. Fett markierte Felder zeigen Populationen mit Subklonalitéit. Populationen mit summiert unter 10 ausgezéhliten Zellkernen
wurden als nicht auswertbar (n.a.) angegeben. Griin:= Aberranter FISH Befund im LAIP, Dunkelgriin:= Aberranter FISH Befund
auferhalb des LAIP, Rot:= Unauffdlliger FISH Befund

3.4 Validierung von Fusionsbruchpunkten in nicht-lymphatischen Zellen per PCR

Um eine unabhéngige Bestatigung der per FACS/ FISH detektieren CRLF2-Fusionen auBerhalb des LAIP
zu erhalten, wurden die entsprechend sortierten Zellpopulationen nochmals mittels einer Bruchpunkt-
spezifischen PCR untersucht. Basierend auf der FISH wurden fiir die Proben KIEL17-11841, J00729
sowie 129919 zur Bestatigung einer multilinearen Beteiligung Bruchpunkt-tiberspannende PCR-Ansatze
entworfen, um in aus durchflusszytometrisch-sortierten Zellen isolierter RNA die Translokation

nachzuweisen.
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3.4.1 PCR-Design fir RNA-Sequenzierung-basierte Bruchpunkte

Sowohl bei der Probe KIEL17-11841 als auch bei den Proben J00729 und 129919 handelt es sich um
Patienten mit IGH::CRLF2 Translokation. Um mogliche Muster in der Bruchpunktverteilung der IGH-
Briche aufzudecken, wurden in der Gesamtkohorte BCR::ABL1-like BCP ALL Patienten mit verfiigbaren
RNA-Sequenzierung Daten und /GH::CRLF2-Rearrangement verglichen und rekurrente Bruchpunkte
gesammelt. Insgesamt standen somit 45 Patienten zur Verfliigung. Mittels des Fusion Catcher, einem
Bioinformatik-Tool zur Identifikation von Genfusionen in RNA-Sequenzierungsdaten, wurden alle
beschriebenen Bruchpunkte der /IGH::CRLF2 Kohorte gesammelt und ihren Positionen auf dem IGH-
sowie dem CRLF2-Gen zugeordnet. Dabei konnten fiir Patienten jeweils zwischen 1 und 18
Sequenzfragmente den entsprechenden Genorten fir IGH und CRLF2 zugeordnet werden. Diese
Heterogenitat kommt dadurch zustande, dass die Referenzsequenz fiir die Genfusion jeweils neu aus
den Daten generiert werden muss. Dieser Prozess hat eine statistische Streubreite und erlaubt ggf.
mehrere mogliche Fusions-Sequenzen. Hinzu kommen in den Genfusionen vorkommende Splice-
Ereignisse, die unter Umstanden vom Fusion Catcher als eigenstandiges Fusionsereignis dargestellt
werden. Fir die Referenzsequenz der Gene wurden die iber das National Center for Biotechnology
Information (NCBI) der National Library of Medicine verfiigbaren Daten verwendet. Fiir CRLF2 ist die
intronische 5° Upstream Region als rekurrente Bruchpunktlokalisation beschrieben, sodass diese fiir
die Analysen mit einbezogen wurde. Der dargestellte Bereich fiir CRLF2 umfasst somit die genomischen
Koordinaten von 1,234,236bp bis 1,230,762bp des X-Chromosoms (nach GRCh38). Der IGH-Lokus
umfasst eine Genregion von 1,343,098 Basenpaaren Linge. Fiir eine bessere Ubersicht wurden im
Programm SnapGene Genregionen, an denen keine Sequenzen der RNA-Sequenzierung Daten
zugeordnet werden konnten aus der Darstellung des Genlokus geldscht. Dies gilt auch fiir die Regionen

von IGH-J2 und IGH-J1.
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Abb. 66: Ubersicht der Verteilung der IGH::CRLF2 Briiche der 45 Patienten mit iiber RNA-Sequenzierung identifizierten
Translokation. Dargestellt sind ein Ausschnitt des IGH-Lokus (Blau), der Genabschnitt fiir CRLF2 (Gelb) sowie die Upstream
Region von CRLF2 (Orange). Jeder einzelne rote Pfeil im oberen Anteil reprdsentiert eine aus den IGH::CRLF2 RNA-
Sequenzierung Daten bekannte Sequenz, welche entsprechenden Genabschnitten des IGH und CRLF2 zugeordnet wird. Dabei
symbolisiert der Beginn des Pfeils sowie die Pfeilspitze die Lokalisation des Sequenzabschnitts auf dem entsprechenden Gen.
Fiir die 45 Patienten wurden alle zuordnungsbaren Sequenzfragmente aus den RNA-Sequenzierung Daten verwendet, sodass
fiir einen Patienten ggf. mehrere Pfeile dargestellt sind.

3.4.1.1 Buchpunkte des IGH-Lokus

Flr den IGH-Lokus konnten IGH-M sowie die Regionen IGH-J6, IGH-J5, IGH-J4 und IGH-J3 als rekurrente
Bruchpunkte identifiziert werden (Abbildung 18). Am IGH-J2 oder -J1 konnten keine Bruchstelle
identifiziert werden. Fir einen Grol3teil der Patienten konnten Sequenzen sowohl einer IGH-M als auch
einer IGH-J Region zugeordnet werden. Insgesamt konnte fir 44 der 45 Patienten ein Sequenzfragment
am IGH-M zugeordnet werden. Fir die IGH-J-Abschnitte war der IGH-J6 Lokus mit 19 am haufigsten

nachweisbar. Eine Ubersicht der Sequenzverteilung der IGH-J Punkte ist in Abbildung 17 dargestellt.

Verteilung der IGHJ-Sequenzen
20~
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Abb. 17: Verteilung der IGH-J Bruchpunkte innerhalb der n=45 verfiigbaren Patienten
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Abb. 18: Darstellung der Sequenzfragmente fiir die Genabschnitte IGH-J6 bis IGH-J3

3.4.1.2 Bruchpunkte des CRLF2-Gens

Flir CRLF2 konnte eine starke Heterogenitat der Bruchpunkte identifiziert werden. Die Mehrheit der
zugeordneten Bruchsequenzen war im zentromerischen Bereich upstream von CRLF2 lokalisiert. Aus
den RNA-Sequenzierungsdaten der Gesamtkohorte konnten 25 rekurrente Bruchpunktregionen
(Cluster) im CRLF2 oder der Upstream Region identifiziert werden (Tabelle 30). Die FISH-auffalligen
Proben KIEL17-11841, 129919 sowie J00729 wiesen unterschiedliche Cluster auf.

42



Patienten ID CRLF2 Cluster | IGH-J-Bruchpunkt IGH-M
BERLINS71531 4|1GH-J3 +
J00729 4|1GH-J4 +
PL13ID 4|1GH-J6 +
129919 5| 1GH-J3 +
103069 5| 1GH-J4 -
J00709 5| 1GH-J5 +
BERLINML4329 5| I1GH-J5 +
BERLINLB6980 5| 1GH-J6 +
J00706 5| I1GH-J6 +
J00723 5| I1GH-J6 +
AE1010 7 | IGH-J6 +
BERLINS69225 8| IGH-J4 +
BERLINML3844 9| IGH-J5 IGH-J4 +
PE1010 10| IGH-J5 +
BERLIN63180 11|1GH-J6 +
129946 12| IGH-J4 +
MOLFAILO8-2FSM 12| IGH-J4 +
129950 13| IGH-J6 +
BERLINS67653 14| IGH-J6 +
129914 15| IGH-J4 +
BERLINLB7131 16| IGH-J3 +
BERLINLB626 16 | IGH-J6 +
KIEL17-11841 17| IGH-J6 +
BERLINML4007 18 | IGH-J4 +
103060 18| IGH-J4 +
129766 18| IGH-J5 IGH-J6 +
BERLIN58009 18| IGH-J6 +
BERLINS62344 18| IGH-J6 +
103053 18| IGH-J6 +
129829 18| IGH-J6 +
PLO61D 18 | IGH-J6 +
BERLINLB6943 21|IGH-J4 +
129949 22 | IGH-J6 +
BERLIN56747 24| IGH-J6 +
J00730 25| IGH-J5 IGH-J6 +
AL1810 n.a. n.a. +
AL3310 n.a. n.a. +
BERLIN2758 n.a. n.a. +
BERLINS68125 n.a. n.a. +
BERLINS68387 n.a. n.a. +
BERLINS71790 n.a. n.a. +
129867 n.a. n.a. +
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Patienten ID CRLF2 Cluster | IGH-J-Bruchpunkt IGH-M
J00731 n.a. n.a. +
KIEL15-07473 n.a. n.a. +
MOLFAILO8-7KKW | n.a. n.a. +

Tab. 30: Ubersicht der n=45 Patienten der Gesamtkohorte mit RNA-Sequenzierung identifizierter IGH::CRLF2 Translokation.
Fiir n=44 Patienten konnten Sequenzen dem IGH-M Lokus zugeordnet werden sowie fiir den GrofSteil der Patienten Sequenzen
an einem Lokus von IGH- von IGH-J3-6. Das hier beschriebene CRLF2 Cluster zeigt das in der Sequenz fiir den IGH-J-Lokus
identifizierte CRLF2 Korrelat.

3.4.2  Validierung der rekurrenten Cluster von IGH::CRLF2 Brtichen in Proben RNA

Um die aus der RNA-Sequenzierung identifizierten IGH::CRLF2-Bruchpunkt Cluster zu validieren,
wurden gPCR-Ansdtze zum Nachweis der Briche von IGH::CRLF2 auf cDNA-Ebene entworfen.
Grundlage fir diese qPCR-Anséatze war die aus den RNA-Sequenzierung vorhandene, bei Erstdiagnose
isolierte RNA, welche in cDNA umgeschrieben und als Template verwendet wurde. Zur Validierung von
Uber RNA-Sequenzierung identifizierten IGH::CRLF2 Bruchpunkten wurden zunichst die haufigsten
Cluster gewahlt sowie jene, bei denen mittels FISH eine multilinedre Beteiligung identifiziert werden
konnte. Dies waren die Cluster 5, 6 und 18 sowie fiir die Probe J00729 Cluster 4. Die Cluster 18, 5 und
4 konnten per PCR validiert und das PCR-Produkt (iber Sanger-Sequenzierung als jeweils spezifisch

bestatigt werden (exemplarisch in Abbildung 19).

CCATTGTCCCTTEECCCCAGATA AGCATATGCTACCATCA
1 + i ! I +

- -
GOTAACAGGOAACCEGOATCTAT TCOTATACGATGOTAST

129919 CRLF2 Cluster 5

FP1 FP2 FP3
Leiter RP 2 RP 1 RP 2 RP 1 RP 2 BC Aqua Leiter
, 1500bp
v » 850bp
CCATTGTCCCTTRGCCCCAGATAREEYACERYRGCATATGCTACCATCA
200bp

Abb. 19: Darstellung des Nachweises des Clusters 5 fiir den Patienten 129919. Fiir jedes Cluster wurden verschiedene Primer
kombiniert und erzeugte Banden anschlieffend sequenziert. Die Sequenzierung fiir die rot markierte Bande sind rechts
exemplarisch dargestellt. Der blaue Genabschnitt zeigt IGH, wdhrend der orangene Genabschnitt bereits die Upstream Region
von CRLF2 zeigt. FP (Vorwdrtsprimer), RP (Riickwdrtsprimer), BC (Buffy Coat)

3.4.3 Identifizierung der genomischen Bruchpunkte von IGH::CRLF2 in Patientenproben mittels
EuroClonality-NGS DNA Capture Panel

DNA weist eine deutliche hohere Umweltstabilitat als RNA auf, welche insbesondere durch ubiquitadre
RNAsen abgebaut wird. Um anstelle von cDNA die PCR auf gDNA-Ebene zum Infiltrationsnachweis
einzusetzen, wurden die IGH::CRLF2 Bruchpunkte genomisch identifiziert. Neben bereits per FISH
analysierten Proben wurden n=4 bisher in den FISH-Analysen unbekannte Proben sequenziert, mit
dem Ziel, die fiir die Arbeit ndher beschriebene Kohorte an IGH::CRLF2 analysierten Proben zu
vergrofRern. Neben dem Nachweis der Bruchpunkte in sortierten Populationen, ermoglichen die gDNA-

Bruchpunkte die Etablierung einer quantitativen PCR, die auch zur Quantifizierung der leukdamischen
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Last der Probe im Therapieverlauf im Sinne eines MRD-Assays genutzt werden kann. Mit dem
EuroClonality-NGS DNA Capture Panel konnten fiir alle n=10 Proben erfolgreich die IGH::CRLF2

Bruchpunktsequenzen bestimmt werden, welche fiir die weiteren Analysen genutzt wurden.

Fir keine der Proben wurde der genomische Bruchpunkt an der IGH-M Region identifiziert. Stattdessen
wiesen alle Proben einen /GH-Bruch in den Regionen IGH-J6, 5, 4 oder 3 auf, wobei in Ubereinstimmung
mit den RNA-Sequenzierungsdaten kein Bruch am /IGH-J2 oder IGH-J1 beschrieben werden konnte. Der
Vergleich der so identifizierten DNA-Bruchpunkte mit dem Transkript Bruchpunkt Calling aus der RNA-
Seq konnte fiir 6 der 10 Proben eine Ubereinstimmung in beiden Methoden zeigen (exemplarisch

Abbildung 20).

DNASeq
RNASeq
o e L ]
25.0007 50.0001 75.0007 100.0007
Tﬁ!— CRLF2
A\ «
atggreccit : giccat  gragtagtagtag tas tasccaca ctegaaageaggeaateagastatgeatetatct ceatgaccacagggt tgact it tataganacggaggeagattegeeet

tggactectet gecact ggeaccay gggaaacggggtctgeaggta  catcatcatcatc ate attagege // igagetttcgtecgttagtettatacgtagatagaggtactggtgteccaactgaaaaatatctitgectecgtotaaacggga

acct ggtecctt teccat  gtagtagtagtag tag taatcaca ctogaaagcaggcaatcagaatatgoatctatctocat ttgactttttat tttgcect

DNASeq ccacacoTeeATABESTAGTAGTAGTAY e e CGAAAGCAGECAATCAGAATATGCATETATC
RNASEQ TeACCOTOOTECCTTTOCCCEACACOTCCAT  GTAGTAGTAGTAS TAd [TRRNRRNRRRRY - === - = - K GARAGEAGGCAATCAGARTATGCATCTATCTCCATEACCACAGOOTTGA

Abb. 207: Vergleich der Ergebnisse des NGS DNA Capture Panel und der RNA-Sequenzierung. Dargestellt sind die Ubersicht
der Bereiche (oben) in denen die Sequenzen zugeordnet werden sowie die exakten Sequenzen (unten).

3.4.4 Nachweis der IGH::CRLF2 Bruchpunkte liber DNA-basierte PCR in myeloischen und T-Zellen

Bei erfolgreichem Bruchpunktnachweis des Ansatzes aus bei Erstdiagnose gepoolter DNA, wurde - wie
in Abbildung 21 exemplarisch fiir die Probe J00723 gezeigt - die etablierte FACS-Sortierung der 9
hamatopoetischen Populationen durchgefiihrt und dann per qPCR die genomische Abundanz des
IGH::CRLF2 Bruchpunktes quantifiziert. Fir die Probe J00723 bestanden keine FISH-Analysen sowie
keine Identifikation des DNA-Bruchpunktes per EuroClonality-NGS DNA Capture Panel. Der Bruchpunkt
konnte durch die Erkenntnisse aus den NGS DNA Capture Panel Daten aus den RNA-Sequenzierung
Daten ausgelesen werden und per PCR validiert werden. In der Probe J00723 konnte in FACS sortieren
Population ein Bruchpunktnachweis in LAIP20+ sowie LAIP20-, den T-Zellen sowie myeloischen Zellen
(M1, M2 und M3) erfolgen. Die Auftrennung und Sortierreinheit der T-Zellen war mit 99% sehr hoch
(Abbildung 22 und 24).
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Abb.21: Darstellung des SYBR-Green qPCR Assay fiir den DNA-basierten Bruchpunktnachweis in FACS-sortierten hdmatopoetischen
Kompartimente des Patienten JO0723. Dargestellt ist die Positivkontrolle GAPDH (blau), LAIP20- (hellrot), LAIP20+ (rot), T-Zellen
(grau), M3-M1 (Pink, absteigende Farbintensitdt), BC (griin) sowie der Negativkontrolle mit Wasser (schwarz)
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Abb. 22: Darstellung der Reanalyse der sortierten T-Zellen der Probe J00723 fiir Abbildung 21 und rechts Darstellung der
Produkte fiir ausgewdhlte Kompartimente. BC: = Buffy Coat (gepoolte DNA gesunder Spender)
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Abb. 83: Histogramme der Floureszenzintensitdt fiir die Reanalysen von sortieren T-Zellen (rot) und LAIP (blau). Der in der
Reanalyse der T-Zellen félschlicherweise sortierte LAIP machte mit einer Anzahl von 10 Zellen auf 1503 sortierten Zellen einen
Anteil von 0,6% aus, entsprechend einer Sortierreinheit von iiber 99%.

3.5 Etablierung IGH::CRLF2 Fusionsbruchpunkt spezifischer MRD-PCR Analysen

In der BCR::ABL1-positiven ALL konnte gezeigt werden, dass bei einer multilinedren Beteiligung der
Treiberfusion eine Diskrepanz zwischen der MRD mittels IG/ TR Bruchpunkt-Quantifizierung und
Quantifizierung des BCR::ABL1-Bruchpunkts bestand. Es wird davon ausgegangen, dass der IG/ TR
Bruchpunkt das eigentliche lymphatische Precursor-Kompartiment widerspiegelt, dass hoch
proliferativ und entsprechend vulnerabel gegeniliber der Chemotherapie ist, wahrend nicht
lymphatische, BCR::ABL1-positive Zellen moglicherweise weniger proliferativ und damit auch weniger
Chemotherapie-empfindlich sein kénnten. So wurde eine Differenz zwischen IG/ TR- und Fusionsgen-
basierter MRD >Logl0 an zwei unabhadngigen Therapiezeitpunkten als eine Definition flr eine

multilinedre ALL etabliert (Zuna et al. 2022).

Um eine mogliche multilinedre Beteiligung in der BCR::ABL1-like ALL methodisch unabhangig von den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie bzw. FISH zu bestatigen, wurden hochspezifische qPCR MRD-
Ansatze fur den IGH::CRLF2 Fusionsbruchpunkt erstellt und mit den fir die Patienten etablierten IG/TR

MRD-Ansatzen verglichen.

Die Uber das Panel EuroClonality-NGS DNA Capture Panel identifizierten genomischen IGH::CRLF2

Bruchpunkte wurden als Grundlage fiir das Design der MRD-Ansatze genutzt. Fiir n=3 Patienten mit
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FISH-basierter multilinedrer Beteiligung sowie n=3 Patienten ohne Beteiligung konnten IGH::CRLF2
MRD-Ansatze etabliert werden. Zur Analyse des MRD-Verlaufs wurde asservierte DNA verschiedener
Therapiezeitpunkte genutzt. Feste Messpunkte waren die Zeitpunkte Erstdiagnose, nach Induktion |,
vor Konsolidierung | sowie nach Konsolidierung |. Bei weiteren vorhandenen Zeitpunkten oder
Therapieeskalation wurden ggf. zusatzliche Messungen erganzt. Fiir die verbleibenden n=4 Proben
BERLINS68387, BERLINS68125, BERLINLB7131 und 129867 wurde aufgrund von fehlendem Material
keine MRD-Messung etabliert.

3.6 Analyse vergleichender MRD-Verlaufe

Die Genfusion-basierte MRD zeigte eine sehr hohe Konkordanz mit dem Verlauf der IG und TR-MRD
(Tabelle 33). Fir alle gemessenen Zeitpunkte konnte eine erfolgreiche Amplifikation des Targets
IGH::CRLF2 erfolgen. Exemplarisch sind in Abbildung 25 und 26 die MRD-Verlaufe der Proben KIEL17-
11841 und 129919, beide mit FISH basierter multilinearer Beteiligung, aufgetragen. Keiner der tber
FACS identifizierten Patienten mit multilinedrer Beteiligung sowie Kontrollpatienten ohne bekannte
Beteiligung zeigte eine Diskrepanz zwischen |G/ TR-Ansatz und Bruchpunkt-basierter MRD. Somit
konnte in dieser Kohorte keine Analogie zu den in der BCR::ABL1-positiven ALL nachweisbaren

Genfusionsmarkern unter Therapie nachgewiesen werden.

KIEL17-
Marker 11841 129919 J00729 129829 129895 J00709

Sensitivitat IG/TR 1E-05 1E-05 1E-05 1E-05 1E-05 3,2E-05

IGH::CRLF2 1E-05 3,20E1-05 | 1E-05 3,20E1-05 1E-05 1E-05

IG/TR 3,2E-04 3,2E-05 3,2E-05 1E-04 1E-04 1E-04
Spezifitat IGH::CRLF2 3,2E-05 1E-04 3,2E-05 1E-04 3,2E10-5 3,2E-05

Messzeitpunkt Marker

IG/TR 1,00E+00 8,00E-01 8,00E-01 1,00E+00 1,00E+00 9,00E-01

IGH::CRLF2 8,93E-01 6,97E-01 2,56E+00 8,77E-01 1,25E+00
Erstdiagnose 1,22E+00

IG/TR 3,00E-02 7,00E-04 4,00E-02 1,00E-01 1,00E-01 2,00E-03

IGH::CRLF2 2,36E-02 5,68E-04 4,17E-01 1,38E-01 2,35E-03
nach Induktion | 6,43E-01

IG/TR 6,00E-04 pos < 3E-04 | pos < 3E-05 1,00E-02 neg < 1E-05 | 3,00E-04

IGH::CRLF2 3,83E-04 neg < 3E-05 3,30E-04
vor Konsolidierung | neg < 3E-05 n.a. neg 1E-05

IG/TR 2,00E-02 neg < 3E-05 | neg < 1E-05 1,00E-03 neg < 1E-05 | 3,00E-04

IGH::CRLF2 neg < 3E-05 9,17E-04 2,62E-04
nach Konsolidierung | 1,00E-01 neg < 1E-05 neg 1E-05

Tab. 33: Darstellung der MRD-Werte fiir analysierte Patienten mit Vergleich der Spezifitit und Sensitivitdt der Genfusion und
IG/ TR basierten MRD. Die IGH::CRL2 Marker basierte MRD zeigt dabei hohen Konkordanz mit der IG/TR basierten MRD.
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Abb. 94: Darstellung der tiber IG/ TR-basierten sowie IGH::CRLF2-basierten MRD der Probe KIEL17-11841
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Abb. 105: Darstellung der iber IG/ TR-basierten sowie IGH::CRLF2-basierten MRD der Probe 129919
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4 Diskussion

Die BCR::ABL1-like ALL stellt eine biologisch mit der BCR::ABL1-positiven ALL verwandte Subgruppe der
BCP-ALL dar, welche durch spezifische Alterationen in ABL-Klassen-Genen oder eine Involvierung des
JAK-STAT-Signalwegs unterteilt werden kann. Als Gemeinsamkeit der Subgruppen weisen sowohl die
ABL-Klassen der BCR::ABL1-like sowie BCR::ABL1-positiven ALL ein Ansprechen auf TKIs wie Imatinib in
vitro sowie im klinischen Kontext auf (Roberts et al. 2014, Harvey et al. 2020, Tanasi et al. 2019). Neben
TKls finden auch zielgerichtete Immuntherapien wie der BiTE Blinatumomab oder auch Antibody-Drug-
Konjugate (ADC) zunehmend Einzug in moderne Therapieregime. Der Nachweis der BCR::ABL1
Translokation in multilinedren Zellkompartimenten (z.B. myeloischen Zellen und deren Vorlaufern) ist
fur die BCR::ABLI-positive ALL in 40% der Falle beschrieben und stellt einen potenziellen
Resistenzmechanismus dar, da die Treiberfusion in hamatopoetischen Kompartimenten vorliegt, die

durch zielgerichtete Immuntherapien moglicherweise nicht erreicht werden.

Angesichts der biologischen Rationale sowie der potenziellen klinischen Relevanz erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit die Analyse der hamatopoetischen Architektur von 19 BCR::ABL1-like ALL Proben im
Hinblick auf das Vorliegen einer multilinedre vorhandenen leukdmogenen Treiberfusion. Dazu wurden
wesentliche Differenzierungsstadien der Hamatopoese mit FACS-Sortierung und Fusionsgen FISH
analysiert. AuBerdem wurden genomische Bruchpunkte fiir eine BCR::ABL1-like ALL Treiberfusion
(IGH::CRLF2) identifiziert und hinsichtlich ihrer Kinetik im Therapieverlauf mit der 1G/ TR-basierten

MRD-Verlaufsdiagnostik verglichen.

4.1 Vergleich der Ergebnisse der ABL-Klassen Gene der BCR::ABL1-like ALL und der BCR::ABL1-
positiven ALL

Grundlegend weisen die Ergebnisse der Arbeit auf keine eindeutigen Muster einer multilinedren
Beteiligung innerhalb der BCR::ABL1-like ALL hin. Insbesondere die Hypothese einer moglichen
Affektion bei ABL-Klassen konnte in keiner der 7 FISH-analysierten ABL-Klassen ALL Patientenproben
nachgewiesen werden. ABL-Klassen Gene umfassen verschiedene Kinase-kodierende Gene mit
variierenden Transkripten sowie eine Vielzahl von 5 Fusionspartnern. Die ABL-Klasse kann somit als
Zusammenfassung von Aberrationen mit gleichartiger intrazellularer Signalkaskade verstanden
werden. Die Heterogenitdt der Genfusionen ermdéglichte in Zusammenschau mit der Raritdt und
geringen Probenanzahl keine umfassende Analyse der verschiedenen Fusionen und dies wirkte somit
limitierend auf die Analyse innerhalb dieser Arbeit. Wiirden bei der ABL-Klasse rearrangierten
BCR::ABL1-like ALL Treiberfusionen multilinedr auftreten und mit einer dhnlich hohen Frequenz
vorliegen wie in der BCR::ABL1-positiven ALL (40%), ware mindestens in einzelnen der 7 untersuchten
Falle ein positiver Nachweis zu erwarten. Im Vergleich stellt die BCR::ABL1-positiven ALL aufgrund

hoher Inzidenz sowie geringerer genetischer Variation eine leichter zu studierende Modellerkrankung
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dar. Ob andere ABL1- oder ABL-Klassen Fusionen ein der BCR::ABL1-positiven ALL dhnliches Muster
zeigen, konnte im Rahmen vorliegender Arbeit nicht bewiesen werden. Fiir eine sichere Falsifikation
wdre eine weitaus héhere Probenanzahl erforderlich. Insgesamt lassen die Untersuchungen dieser
Arbeit darauf schlielen, dass die ABL-Klasse BCR::ABL1-like ALL keine oder zumindest nicht die gleiche
Frequenz einer multilinedren Beteiligung von Treibergenen zeigt, wie die BCR::ABL1-positive ALL. Trotz
dhnlichem Kinase-Signaling in beiden Subtypen, teilen diese offenbar nicht die gleiche Leukdmogenese
mit einem moglichen Stammzell-nahen Ursprung, der sich in einer multilinedren Beteiligung der
Genfusion manifestiert. Analysen der BCR::ABL1-positive ALL zeigen dabei, dass sich kooperierende
Gene der multilinedren und isoliert lymphatischen BCR::ABL1-positiven ALL unterscheiden und somit

eine unterschiedliche Pathogenese fiir die Multilinearitat naheliegt (Bastian et al. 2024).

4.2  Multilinedre Beteiligung von Genfusionen in JAK-STAT-Klassen Proben der BCR::ABL1-like ALL

Entgegen der Ausgangshypothese zeigten 3 der 10 analysierten JAK-STAT-Klassen Proben eine
Affektion jeweils verschiedener hamatopoetischer Kompartimente. Limitierend fir die
Untersuchungen der Arbeit wurden nur IGH::CRLF2 rearrangierte Proben untersucht, welche jedoch
den groBten Anteil der JAK-STAT-Klassen BCR::ABL1-like ALL kennzeichnet, und insofern als durchaus

reprasentativ gelten kann.

Bei Patient 129919 zeigte sich eine Affektion des M2 Kompartiments mit einem Anteil von 56% (46 von
82 ausgezahlten Zellen) bei einer entsprechenden Sortierreinheit von 92%. Fiir diese Probe zeigte der
dominante Leukamieklon die gleiche Konstellation, welche auch in myeloischen Zellen des M2
Kompartiments identifiziert wurde. Vorlauferkompartimente (HSC, MPP) sowie die M1 und M2
Kompartimente wiesen zu geringe Zellzahlen auf. Der Fusionsgennachweis in der M2 Population
gelang in zwei unabhangigen Sortierungen sowohl mit einer IGH- als auch mit einer CRLF2-break Apart

Sonde, was die Ergebnisse stiitzt.

Die IGH::CRLF2 Translokation fiihrt zu einer CRLF2 Uberexpression basierend auf der Promoterfunktion
von IGH. Diese flhrt in ALL Zellen aus dem lymphatischen Precursor Kompartiment zu einer erhéhten
CRLF2-Expression an der Zelloberflache, welche tber die Durchflusszytometrie identifizierbar ist. Flr
die Probe 129919 konnte eine derartige Uberexpression im lymphatischen Precursor Kompartiment,
jedoch nichtim M2 Kompartiment identifiziert werden. Dies konnte auf unterschiedliche intrazellulare
Effekte zwischen lymphatischen und myeloischen Zellen zuriickgefiihrt werden. Es kdnnte jedoch auch

als die Abwesenheit der Translokation gewertet werden.

Immunphanotypen der myeloischen Zellen wurden in vorliegender Arbeit Gber CD34, CD19, CD13
CD33, CD10 und CD16 definiert, wobei insbesondere CD13 und CD33 als myeloische Marker etabliert

sind. Die Koexpression dieser auf leukdmischen Zellen ist in 20-29% der Falle beschrieben (Kavianpour
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et al. 2017) und erdffnet die Moglichkeit einer akzidentellen Kontamination sortierter myeloischen
Zellen mit dem LAIP. Entgegen diesem Risiko wird der LAIP mittels Gating und Einsatz von
leukdmischen Markern wie CD19 und CD10 bei der Sortierung ausgeschlossen. Weiterhin konnte fir
die Probe 129919 gezeigt werden, dass die CD13/CD33 Expression myeloischer Zellen eine Log-Stufe
hoher liegt als die des LAIP. Hovorkoa et al. beschreiben zwei Falle CD33-positiv sortierter myeloischer
Zellen mit zeitgleichem 1G/ TR Rearrangement, welche als Folge von Plastizitdt interpretiert werden.
Analog dazu ist in der Literatur der in vitro Nachweis der Umprogrammierung von BCR::ABL1-positiven
ALL Zellen in nicht-leukdmische, aber BCR::ABL1-positive Makrophagen beschrieben (McClellan et al.
2015), sodass fiir die Probe 129919 sowohl das Modell eines gemeinsamen Vorlaufers als auch einer
Transdifferenzierung denkbar wére. Unterstreichend fiir das Modell einer Plasitizitdt bzw. De-/ oder
Transdifferenzierung zeigen Arbeiten von Cobaleda et al. die Abhadngigkeit von lymphatischen
Transkriptionsfaktoren lber die Dedifferenzierung von maturen B-Zellen zu funktionellen T-Zellen im
PAX5 deletierten und T-Zell defizienten Mausmodell. Deletionen in PAX5 sowie weiteren
lymphatischen Transkriptionsfaktoren sind insbesondere fiir die BCR::ABL1-like ALL typisch (Tasian et
al. 2017). Linienzugehdrigkeit sowie Differenzierungsstadium kénnen folglich nicht als unidirektionales

Konzept verstanden werden.

Die Probe KIEL17-11841 zeigte die Affektion mehrerer Kompartimente. Sowohl B- und T- als auch
myeloische Kompartimente (M2, M3) wiesen den gleichen Fusionsgen-Subklon wie der LAIP auf, wobei
die Stamm- sowie Progenitorzellen FISH unauffallig waren. In diesem Kontext zu beachten ist, dass
Subklonalitat mit einer Frequenz unterhalb von 5% aufgrund der Sensitivitat der FISH nicht dargestellt
werden. Im Gegensatz dazu ermoglicht der in dieser Arbeit etablierte gPCR-basierte
Fusionsgennachweis in den sortierten Populationen eine hohe Sensitivitdt (Tabelle 33) und somit
niedrigere Nachweisgrenze. Bei der Probe J00723 konnte in der sortierten Population des LAIP20- und
LAIP20+ sowie der myeloischen Zellen (M1, M2 und M3) der Translokationsnachweis erfolgen.
Uberraschenderweise zeigten auch die T-Zellen einen spezifischen Nachweis des IGH::CRLF2

Fusionsgens:

43 Limitationen der Arbeit und biologische Bedeutung
Diese beschriebene Beobachtungen erlaubt verschiedene Theorien, zeigt aber auch Limitationen der

vorliegenden Arbeit auf:

Einerseits kann in Giber die Durchflusszytometrie sortierten Proben keine absolut reine Zellpopulation
aufgetrennt werden, sodass die Moglichkeit einer Kontamination durch Zellen eines anderen
Immunphdnotypen besteht. Fiir die Probe J00723 mit einer Beteiligung der T-Zellen zeigten die
Reanalysen der T-Zellen eine Sortierreinheit von 99%, wobei auch einzelne Zellen des LAIP
nachgewiesen werden konnten und potenziell zu einem in der gPCR amplifizierbaren Fusionsgen
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fihren. Diese technische Unsicherheit kann nicht final gelost werden, wurde jedoch durch die hohe

Sortierreinheit soweit moglich reduziert.

Andererseits, kdnnen beschriebene Ergebnisse Translokations-positiver T-Zellen, aber auch die
Beteiligung myeloischer Zellen im Kontext einer gemeinsamen mutationstragenden Progenitorzelle
mit geringer Linienzugehorigkeit interpretiert werden: Der Nachweis Leukamie-assoziierter
Mutationen in anderen Zellkompartimenten ist grundsatzlich beschrieben. Arbeiten von Shalapour et
al. zeigen den FISH-basierten Nachweis von Leukdamie-assoziierten Translokationen in mesenchymalen
Stammzellen (MSC) von padiatrischen ALL-Patienten, wobei in 38% der untersuchten Proben auch
Leukdmie-spezifische Immunglobulin-Rearrangements nachgewiesen werden konnten (Shalapour et
al. 2010). Weitere Arbeiten zeigen Leukdmie-assoziierte Aberrationen auch fir Endothelzellen
(Gunsilius et al. 2000, Streubel et al. 2004). Diese Ergebnisse stammen aus der padiatrischen ALL,
wohingegen Daten aus der adulten CML keine Involvierung von mesenchymalen Zellen oder
Fibroblasten zeigen und verschiedene Konzepte der Ursprungszelle (Cell of Origin) nahelegen
(Borkhardt 2010). Zwillingsstudien demonstrieren das in utero Auftreten von Leukdmie-assoziierten
Mutationen, wodurch die Involvierung von mesenchymalen Zellen durch eine mutationstragende pra-
hamatopoetische Zelle erklart werden kann. Die Ergebnisse von Nagel et al. aus der adulten BCR::ABL1-
positiven ALL weisen, vor dem Hintergrund, dass keine weiteren extra-hamatopoetischen Zellen
untersucht wurden, fiir einen Teil der Patienten auf eine hamatopoetische Stammzelle, fiir den andere
Teil auf eine bereits lymphatisch determinierte Vorlauferzelle als Ursprungszelle hin. Hinsichtlich der
IGH::CRLF2 Rearrangements untersuchten Potter et al. die klonale Struktur der CRFL2-r ALL und zeigen,
dass IGH::CRLF2 Rearrangements als friihe Mutation in der Leukdmogenese auftreten und in 80% der
Falle bei Diagnose detektierbar sind, wobei diese Arbeit sich nur auf leukdamische Blasten konzentrierte
(Potter et al. 2019, Russell et al. 2009, Mullighan et al. 2009, Chapiro et al. 2010). Wéahrend die
Translokation allein nicht Leukamie-induzierend wirkt, zeigen Arbeiten von Potter et al. aus der Down
Syndrom-ALL, dass /IGH::CRLF2 Rearrangements in 92% der Patienten auch bei Rickfall detektierbar
bleiben (Potter et al. 2019). Ein friihes Auftreten in der phylogenetischen Architektur der Hdmatopoese
kann folglich als mogliche Theorie gelten. Als Anhalt fiir diese Theorie zeigte die Probe J00729 eine
Affektion von 17% der hamatopoetischen Stammzellen (6 von 35 ausgezahlten Zellen) bei limitierend

geringer Zellzahl, wobei weitere Kompartimente nicht betroffen waren.

4.4  Bedeutung der Genfusion-basierten MRD-Messung in der BCR::ABL1-like ALL

Die Diskrepanz verschiedener MRD-Messungen stellt eine von der Durchflusszytometrie unabhangige
Methode zur Bestatigung einer multilinearen Affektion dar. Hovorkova et al. zeigen in einer Kohorte
von 48 padiatrischen BCR::ABL1-positiven ALL Patienten in 9 Patienten signifikant h6here Level in einer

BCR::ABL1 Fusionsgen basierten MRD-Messungen im Vergleich zur IG/ TR basierten MRD.
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AnschlieBende Sortierung und FISH bzw. qPCR-basierter BCR::ABL1 Nachweis konnten das Auftreten
der Treiberfusion aulRerhalb des LAIP bestatigen. Diese Ergebnisse sind konkordant mit den von Nagel
et al. berichteten Mustern. Interessanterweise zeigen Hovorkova et al. auch in 12-21% in T-Zellen und
héheren Anteilen als Nagel et al. in B-Zellen eine Affektion, wahrend eine Betrachtung der Stamm- und

Vorlduferzellkompartimente nicht erfolgt.

In der vorliegenden Arbeit wurden, um {iber die FISH identifizierte Proben mit multilinedrer Affektion
zu untersuchen, entsprechende Genfusion-basierte MRD-Ansdtze etabliert. Ein der BCR::ABLI1-
positiven ALL gleiches Bild konnte dabei nicht identifiziert werden. Fusionsgen- und IG/ TR-basierte
MRD zeigten in n=6 untersuchten Fallen konkordante Muster, trotz IGH::CRFL2 Fusions-Nachweis in
zwei Kompartiment. Dies kann durch eine im Vergleich zur BCR::ABL1-positiven ALL geringere absolute

Anzahl Fusionsgen-tragender Zellen erklart werden.

Genfusionen als MRD-Marker sind fiir verschiedene BCP-ALL Subgruppen gut etabliert und
ermoglichen die Anwendung universeller Primer, die damit nicht Patienten-individuell etabliert
werden missen. Die in dieser Arbeit etablierte Genfusion-basierte MRD zeigte sehr hohe Konkordanz
mit der IG/TR basierten MRD, sodass diese Ergebnisse die Anwendbarkeit von IGH::CRLF2 als

potenziellen MRD-Marker stitzen.

4.5 Beitrag der Ergebnisse zum Verstandnis der IGH::CRLF2-Translokation in der BCR::ABL1-like ALL
Zur Etablierung der Ansatze konnte in der vorliegenden Arbeit die Charakterisierung von IGH::CRLF2
Briichen auf RNA- und DNA-Ebene erfolgen. Russel et al. beschreiben in einer Kohorte von 13 Proben
die IGH-Briiche an jeweiligen IGH-J Segmenten, wobei auch hier IGH-J6 dominiert und keinerlei Briiche
in IGH-J1 oder 2 identifiziert wurden. Interessanterweise weisen zwei Proben von pédiatrischen
Patienten einen nicht ndher lokalisierten Bruch zwischen IGH-J6 und IGH-M auf, welcher sich in der
vorliegenden Kohorte dieser Arbeit nicht zeigte (Russell et al. 2009). In der Fachliteratur sind 19
verschiedene CRLF2-Briiche beschrieben, welche innerhalb einer etwa 16-25kb groRen Upstream-
Region verteilt sind (Yoda et al. 2010a). Dies deckt sich mit den im Rahmen der Arbeit erhobenen
Daten. Auf RNA-Ebene konnten 25 rekurrente Bruchpunktcluster im CRLF2-Gen identifizieren, wovon
22 in der Upstream-Region lokalisiert waren. Arbeiten von Yoda und Tsai et al. zeigen, dass CRLF2
Briiche mit bis zu 70% signifikant hdufiger nahe CpG-Inseln auftreten als an anderen, auch fir die V(D)J-
Rekombinase spezifischen, Sequenzen auftreten. Dies ist auch fiir andere IGH-involvierende
Translokationspartner wie BCL2 oder MALT1 beschrieben (Yoda et al. 2010b). An CpG Inseln kénnen
durch die Desaminierung methylierter Cytosine TpG Sequenzen entstehen, welche als Ansatzstelle fiir
den RAG-Komplex genutzt werden und somit Doppelstrangbriiche vermitteln. Gleichzeitig beschreiben
die Autoren fiir den IGH-Teil Briiche an Rekombinationssignalsequenzen (RSS), als Indikator fiir eine
fehlgeleitetet V(D)J-Rekombination. Fiir 18 beschriebene IGH-Briiche der IGH::CRLF2 Translokation
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wird eine Lokalisation innerhalb 30bp 5° einer RSS beschrieben (Tsai et al. 2010). Zusammen mit dem
zeitgleichen Auftreten von Uber die terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) vermittelten
Nukleotidadditionen sowie den Bruchpunkt Clustern nahe CpG Inseln mit Involvierung des RAG-
Komplexes postulieren die Autoren ein Auftreten der Briiche im pro-B bzw. pre-B Stadium, in welchem
diese Mechanismen exprimiert werden. Diese Beschreibung kann als indirekter Hinweis fir das
Stadium der Zelle genutzt werden, in welchem die Translokation auftritt. Dies wirde dem Model der
gemeinsamen Progenitorzelle, jedoch nicht dem der De- oder Transdifferenzierung widersprechen.
Unterstreichend, ist fiir die BCR::ABL1 Translokation diese Assoziation zu CpG-Inseln sowie einer TdT-
vermittelten Nukleotidaddition nicht beschrieben, sodass ein anderer Mechanismus postuliert werden
kann. Hier kdonnte auch der eigentliche entwicklungsbiologische Unterschied von BCR::ABL1 vs.

IGH::CRLF2 getriebener Leukdamie begriindet sein.

Im klinischen Kontext wurde fir die BCP-ALL mit BCR::ABL1 Translokation in die International
Consensus Classification die Unterteilung in die lymphoid only und multilineage involvement
BCR::ABL1 positive ALL vorgenommen, wobei klar definierende Kriterien der ALL mit Involvierung
mehrerer Kompartimente nicht beschrieben sind (Arber et al. 2022). Klinisch wurden in der
GRAAPH2014 Studie Patienten mit de novo BCR::ABL1-positiven ALL mit Chemotherapie in
Kombination mit dem TKI Nilotinib und moglicher Stammzelltransplantation behandelt. Eine Analyse
der multilinearen Beteiligung wurde tGiber MRD-Diskordanz bestimmt. Hier konnte insbesondere die
IG/ TR basierte MRD im Gegensatz zur BCR::ABL1 prognostischen Stellenwert zeigen. Therapeutisch
profitierten Patienten mit multilinedrer Beteiligung und Hochrisikokonstellation von einer
Stammzelltransplantation mit einem verbessertem Krankheits-freien Uberleben (Kim et al. 2024,
Bastian et al. 2024). Eine analoge klinische Konsequenz fiir den Einsatz einer IGH::CRLF2 basierten MRD
|asst sich aus den Daten dieser Arbeit nicht ziehen, obwohl die Genfusion und 1G/ TR basierte MRD

hohe Ubereinstimmung zeigen.

Vor dem Hintergrund dieser Arbeit ist Evidenz flir verschiedene Ebenen der Ursprungszelle in der ALL
beschrieben. In 3 Proben konnte {iber durchflusszytometrische Sortierung der FISH der Nachweis einer
multilinedren Beteiligung erfolgen. Die erhobenen Daten fiir die BCR::ABL1-like ALL zeigen sich jedoch
nicht analog zu dem von Nagel et al. sowie anderen Gruppen beschriebenem Muster der BCR::ABL1-
positiven ALL. Daten aus anderen Subgruppen wie der KMT2A-rearrangierten ALL zeigen ebenfalls eine
multilinedre Beteiligung von hamatopoetischen Kompartimenten, ein Subgruppen lbergreifendes
Konzept der multilinedren Beteiligung ware somit denkbar (Aypar et al. 2024). Vergleichbare Daten fir
die BCR::ABL1-like ALL von anderen Arbeitsgruppen bestehen dennoch bisher nicht, sodass fir die
BCR::ABL1-like ALL komplexere Modelle der Leukdmogenese anzunehmen sind, welche sich auch in

der heterogeneren genetischen Landschaft als die BCR::ABL1-positive ALL widerspiegeln. Insbesondere
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die ABL-Klasse ALL ist durch eine Vielzahl an involvierten Kinase-codierenden Genen gekennzeichnet
und tritt vermehrt in padiatrischen Kohorten auf. Eine umfassendere Analyse der ABL-Klasse konnte
im Rahmen dieser Arbeit durch limitiertes Probenmaterial aber auch Probenqualitdt nicht erfolgen.
Weiterhin limitierend fiir Analysen in dieser Arbeit kann die Durchflusszytometrie keine absolut reinen
Populationen auftrennen, wodurch die Moglichkeit einer Kontamination selbst durch strenges Gating
und Paneldesign kritisch betrachtet werden sollte. Im Kontext leukamischer Subklone mit geringen
Frequenzen, aber auch Zellkompartimenten mit physiologisch niedriger Zellzahl sollte in zukiinftigen
Arbeit Uber sensitivere Verfahren wie Einzelzellsequenzierung eine genauere Zuordnung von

genetischen Aberrationen zum Zelltyp erfolgen.

5 Zusammenfassung

Die Involvierung mehrerer nicht-lymphatischer Zellkompartimente innerhalb der Leukdmogenese ist
fur die BCR::ABL1-positive ALL gut beschrieben und bildet einen potenziellen Resistenzmechanismus
in der isolierten Anwendung von auf B-Zell-spezifische Oberflachenmarker gerichteten Therapien.
Biologisch eng verwandt, stellt die BCR::ABL1-like ALL eine Subgruppe dar, in welcher die
Leukdmogenese unzureichend erklart ist. Basierend auf dieser Rationale untersuchte meine Arbeit die
Hypothese, dass auch bei der BCR::ABL1-like ALL eine multilinedre Beteiligung von Zellkompartimenten
vorkommt — insbesondere in den ABL-Klassen der BCR::ABL1-like ALL. Dazu wurden 20
primardiagnostische Proben aus der Subgruppe der BCR::ABL1-like ALL durchflusszytometrisch und
mittels FISH untersucht. Fir 19 von 20 Proben konnte der Nachweis der Treiberfusion innerhalb der
hamatopoetischen Architektur erfolgen. Vergleichend wurden hierfiir ABL-Klassen und JAK-/STAT-
Klassen Proben analysiert. Fiir keine der 10 ABL-Klassen ALL Proben konnte eine multilinedre
Involvierung von Kompartimenten belegt werden. Gleichzeitig zeigten 3 von 10 JAK-STAT-Klassen
Proben eine multilinedre Beteiligung. Die dabei involvierte IGH::CRLF2 Translokation konnte in
CD33/CD13-positiven myeloischen Kompartimenten der Probe 129919 mit einer Frequenz von 56%
mittels IGH-Break Apart Probe nachgewiesen werden. Eine separate Sortierung des Materials zeigte
mittels CRLF2 Break-Apart Probe ein gleiches Ergebnis. Die Probe KIEL17-11841 wies ebenfalls eine
Beteiligung der myeloischen Kompartimente mit 11% bzw. 10% auf. In der Probe J00720 konnte ein
Nachweis Translokationsnachweis mit 17% in sortierten Stamm- bzw. Progenitorzellen erfolgen.
Zusatzlich konnte exemplarisch fiir die Probe J00723 aus sortierten Zellen der Bruchpunktnachweis
Uber gPCR-Anséatze erfolgen und eine Translokation in myeloischen sowie mit hoher Sortierreinheit

aufgetrennten T-Zellen erfolgen.

Zur technisch unabhidngigen Bestatigung einer multilinedren Beteiligung wurden Bruchpunkt-
spezifische MRD Assay entworfen und mit IG/TR-basierter MRD hinsichtlich einer maoglichen

Diskordanz analysiert. Eine unterschiedliche Kinetik von Fusionsgen-basierter MRD vs. IG/TR-basierter
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MRD zeigte sich hierbei nicht. Ein potenzieller Einflussfaktor auf die MRD-Clearance ware eine B-Zell
gerichtete Immuntherapie, wobei diese im Therapieregimen der analysierten Proben nicht zum Einsatz
gekommen ist. Auch sind die genauen Mechanismen der diskrepanten MRD-Kinetik in der BCR::ABL1-
positiven ALL nicht abschlieBend geklart, sodass die nicht darstellbare MRD-Diskrepanz in dieser Arbeit

nicht als Ausschluss einer multilinedren Beteiligung gewertet werden kann.

Im Rahmen der Arbeit konnten fiir IGH::CRLF2 Translokationen auf Genom- sowie Transkriptom-Ebene
definierte und rekurrente Bruchpunkte beschrieben werden. Die hier neu etablierten gRT-PCR Assays
zur Quantifizierung der Fusionsgen-Abundanz, etablieren die Grundlage einer IGH::CRLF2-basierten
MRD-Messung aufgrund einer hohen Konkordanz mit dem derzeitigen Standard (IG/ TR-basierte

MRD).

Insgesamt unterstiitzen die Ergebnisse das Modell einer Affektion nicht streng lymphatischer bzw.
leukdmischer Zellen in der Leukdmogenese der ALL, insbesondere im JAK/STAT-getriebenen Subtyp
der BCR::ABL1-like ALL. Aufgrund der geringen Fallzahl sowie fehlender Muster konnen keine direkten
Schliisse fir die Pathogenese gezogen werden. Dahingehend stellen die Ergebnisse Grundlage fiir
tiefergehende Analysen der multilinedren Beteiligung in den JAK-STAT-Klassen dar, welche mittels
Einzelzellsequenzierung adressiert werden sollten. Das Konzept der multilinearen Beteiligung sollte
Subgruppen-ibergreifender betrachtet werden und die biologische sowie therapeutisch Bedeutung

Fusions-positiver multilinedrer Zellen Ziel zukiinftiger Arbeiten sein.

6 Darstellung Eigenanteil der Arbeit
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Universitat zu Kiel unter Betreuung von Prof. Dr. Claudia Baldus und Dr. Lorenz Bastian durchgefihrt.

Samtliche Versuche wurden von mir, Eric Amelunxen, selbststdandig und wenn nétig unter Anleitung
durchgefihrt. Dies betrifft die Versuche zu FACS, FISH, PCR, Nukleinsdure-Extraktion, MRD-Etablierung
sowie deren Analysen: Fir die FACS-Untersuchungen habe ich Proben eigenstandig aufbereitet,
gefarbt und im Institut fir Immunologie sortiert. Fir die Einstellungen der durchlusszytometrischen
Sortierung habe ich Unterstltzung von Esther Schiminsky erhalten. Die FISH habe ich in Kooperation
mit dem Institut fir Humangenetik und PD Dr. Eva Murga durchgefiihrt. Objekttrdger wurden dabei
von mir hybridisiert oder im Rahmen der Routineuntersuchung mit bearbeitet. Die Auszahlung erfolgt
durch mich sowie eine zweite Person. Fiir die PCR-Versuche habe ich die Nukleinsdauren-Extraktion
sowie anschlieRende PCR und Gelelektrophorese selbststandig durchgefiihrt. In Zusammenarbeit mit

dem Hamatologie Labor Kiel konnte ich bestehende MRD-Daten, Verdiinnungsreihen sowie qPCR-
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Sonden nutzen. Bei Bewertung der Ergebnisse erhielt ich Unterstiitzung von Dr. Heiko Trautmann.
Weiterhin erfolgte die Panel Sequenzierung in Zusammenarbeit mit Prof. David Gonzalez de Castro aus
der Queen’s University Belfast sowie die Sanger-Sequenzierung im Hamatologie Labor Kiel. Drei
Objekttrager wurden separat im Labor von Frau Dr. Lana Harder hybridisiert und ausgewertet. RNA-
Sequenzierungsdaten und Analysen zu Genexpressionprofilen lagen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.

Claudia Baldus vor.

Ich versichere, das Manuskript selbststandig verfasst zu haben und keine weiteren als die von mir
angegebenen Quellen verwendet zu haben. Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten haben
zum Verstandnis der JAK-STAT-Klassen in der ALL Gesamtkohorte der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Claudia Baldus beigetragen und konnten mit mir als Ko-Author im Journal Hemasphere (Impact Factor

bei Veroffentlichung 2023: 12.1) veroffentlicht werden - verfligbar unter:

Beder T, Hansen BT, Hartmann AM, Zimmermann J, Amelunxen E, Wolgast N, Walter W, Zaliova M,
Anti¢ Z, Chouvarine P, Bartsch L, Barz MJ, Bultmann M, Horns J, Bendig S, Kissens J, Kaleta C, Cario G,
Schrappe M, Neumann M, Gékbuget N, Bergmann AK, Trka J, Haferlach C, Briiggemann M, Baldus CD,
Bastian L. The Gene Expression Classifier ALLCatchR Identifies B-cell Precursor ALL Subtypes and
Underlying Developmental Trajectories Across Age. Hemasphere. 2023 Aug 25;7(9):€939.

doi: 10.1097/HS9.0000000000000939. PMID: 37645423; PMCID: PMC10461941
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