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Einleitung
1 Einleitung

1.1 Akute lymphatische Leukimie (ALL)

1.1.1 Inzidenz der padiatrischen ALL

Leukdmien sind mit etwa 34% aller bosartigen Neubildungen die héufigste
Krebserkrankung, die bei Kindern auftritt. Die hochste Inzidenz liegt zwischen dem
zweiten bis flinften Lebensjahr. Unter den Leukidmien im Kindesalter herrscht die akute
lymphatische Leukdmie (ALL) mit etwa 80% vor [1]. Das Auftreten der ALL héngt
wahrscheinlich von verschiedenen Faktoren ab. Hierzu gehoéren exogene und endogene
Faktoren, genetische Dispositionen sowie ungeklarte Faktoren. Ein erhohtes Risiko besteht
bei Kindern mit vererbten oder erworbenen Immundefekten oder mit bestimmten
Chromosomenverdanderungen [2]. Dariiber hinaus konnten Martin-Lorenzo und seine
Kollegen kiirzlich anhand einer Studie an Méusen zeigen, dass Infektionen zu einer
klonalen Evolution von prileukédmischen B-Zell Klonen flihren konnen [3]. Durch eine
gestorte Differenzierung, eine unkontrollierte Proliferation oder durch Inhibierung des
physiologischen Zelltodes der Lymphozyten, kann die akute lymphatische Leukédmie als
eine bosartige Erkrankung des blutbildenden Systems entstehen. Die malignen unreifen
Lymphozyten verdringen zunehmend die normale Blutbildung. Somit kdnnen Anédmien,
Infektionen und erhohte Blutungsneigung die Folge und zugleich das erste Anzeichen einer
Leukédmie sein [4]. Es existieren verschiedene Therapieschemata flir Kinder, die an der
ALL erkrankt sind. Diese sind heutzutage grundsitzlich als sehr erfolgreich zu bewerten.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate betréigt bei neudiagnostizierten ALL-Fillen ca. 85%. Jedoch
erleiden ca. 15% der Patienten einen Krankheitsriickfall, ein sogenanntes Rezidiv. Die
Heilungsaussichten sind bei Rezidiven im Allgemeinen unglinstiger als bei
Ersterkrankungen und die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 35-40% [5], [6], [7]. Bei der
ALL konnen verschiedene Subtypen je nach Immunophédnotyp, Morphologie und
genetischer Aberration klassifiziert werden. Dies ist fiir die Einteilung der Patienten in

Risikogruppen klinisch sinnvoll.
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Einleitung

1.1.2 Einteilung der ALL

Immunphéinotyp

Durch die Benutzung monoklonaler Antikérper gegen bestimmte Antigene
(Oberflachenmarker, CD-Marker), ist die Klassifikation der Leukdmiezellen nach ihrem
Immunphénotyp mdglich. Bei den CD-Molekiilen (Cluster of Differentiation) handelt es
sich um Oberflichenmolekiile (meistens Glykoproteine) von Zellen. Anhand des
Expressionsmusters verschiedener Antigene wird zum Beispiel die Zuordnung zur B- oder
T-Zellreihe ermdglicht. Abbildung 1 gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen
Blutzelltypen.

Knochenmark

/ @ B-Zellen
Stammzelle

O /.\\\* O T-Zellen

lymphatische
Vorlauferzelle

natiirliche Killerzellen

myeloische .
Vorla uferzel!e Q

4, @ . basophile Granulozyten
® %o:fﬂ Monozyten \
Erythrozyten neutrophile Granulozyten

Abb. 1: Ubersicht iiber die verschiedenen Blutzelltypen [8]. Aus den Stammzellen im
Knochenmark gehen durch Teilung die reifen Blutzellen hervor. Hierbei entstehen zunichst die
myeloischen und lymphatischen Vorlauferzellen. Die myeloischen Vorlauferzellen differenzieren
sich weiter in Thrombozyten, Erythrozyten, Monozyten und Granulozyten. Aus den lymphatischen
Vorlduferzellen entstehen durch weitere Differenzierung die B- und T-Zellen sowie die natiirlichen
Killerzellen.

eosinophile
Granulozyten

Thrombozyten

Ungefdahr 70-80% der ALL im Kindesalter haben ihren Ursprung in der B-Zellreihe,

15-17% stammen aus der T-Zellreihe. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kinder mit hoch
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Einleitung

hyperdiploider ALL untersucht. Diese Form der ALL entstammt der B-Zellreihe. Daher
wird im Folgenden auf die Leukédmie der B-Zellreihe genauer eingegangen.

Die B-Zellen durchlaufen mehrere Reifestadien, wobei die Pro-B-Zelle die erste
Zellpopulation in der Entwicklungslinie darstellt. Durch Reifungsprozesse entsteht
anschlieend die Pra-B-Zelle, gefolgt von der unreifen und der reifen B-Zelle.

Die Einteilung der akuten lymphatischen Leukdmie der B-Zellreihe erfolgt anhand des
Oberflachen-Antigenmusters nach der EGIL-Klassifikation (European Group for the
Immunological Characterization of Leukemias), siche Tabelle 1. Bei der ALL der
B-Zellreihe sind die leukdmischen Klone meist CD34, CD19, CD10 und cCD79 positiv.
Das heiit, dass die Zellen diese Antigene auf ihrer Oberfliche exprimieren.
Immunoglobuline (sIG —surface Immunglobulin) befinden sich hingegen bei den meisten
Typen nicht auf der Zelloberfliche, diese sind nur bei der reifen B-ALL zu finden. Die
Pra-B-ALL weist die schweren zytoplasmatischen p-Ketten (uH) auf. Insgesamt werden
vier Subtypen der B-Zell-ALL anhand des Immunphinotyps unterschieden (Tabelle 1).
Die Einteilung erfolgt hier in die reife B-ALL und die B-Vorldufer-ALL. Zur
B-Vorldufer-ALL zédhlen die Pro-B-ALL, die Common-ALL sowie die Pri-B-ALL. Die
Common-ALL macht insgesamt 2/3 aller ALL-Formen im Kindesalter aus, woraus sich

auch der Name erklért. Die schlechteste Prognose haben Pro-B-ALL Patienten [9], [10].

Immunphinotyp Pro-B-ALL  Common ALL  Pri-B-ALL B-ALL
Marker B-Vorldufer-ALL reife B-ALL
CD34 + + + +
CD19 + + + +
CD10 - + - +

TdT + + + +
cCD79 + + + +

pH - - + +

slg - - - +

Tab. 1: Einteilung der B-Zell-ALL Subtypen anhand bestimmter Oberflichenmarker. In
Anlehnung an [9], [10]. + bedeutet, dass der entsprechende Marker exprimiert wird, - bedeutet,
dass der entsprechende Marker nicht exprimiert wird. Bei den verschiedenen B-ALL-Formen
werden unterschiedliche Oberflachenmarker exprimiert.

Morphologie
Die Diagnose einer ALL kann mittels einer mikroskopischen Untersuchung des
Knochenmarks gestellt werden. Fiir die Klassifikation der ALL kann die

FAB-Klassifikation (French-American-British) herangezogen werden. Hierbei wird
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Einleitung

zwischen drei verschiedenen Morphologien unterschieden: L1, L2, L3 (siche Tabelle 2).
FAB L1 ist die hdufigste Form mit 84% und tritt vor allem bei Kindern auf. FAB L2 liegt
in 15% vor und tritt vor allem bei Erwachsenen auf. FAB L3 liegt nur in 1% vor und
entspricht der reifen B-ALL. Die Klassifikation bezieht sich nur auf morphologische
Kriterien. 85-89% der Kinder, die an der ALL erkrankt sind, weisen den FAB L1 Subtyp
auf [11].

FAB-Klassifikation Charakteristika

FAB L1 Kleine Zellen mit einheitlicher GroBe, gleichformiges
Chromatin, regelmiBig vorfindbare Nucleoli, Ileichte
Basophilie, sehr wenig Zytoplasma

FAB L2 GroBle Zellen mit unterschiedlicher GréBe, ungleichformiges
Chromatin, Zellkern mit unregelméfigen Spalten und Kerben,
grofle Nucleoli, starke Basophilie, variables Zytoplasma

FAB L3 Grofle Zellen mit einheitlicher GroBe, gleichformig fein
gesprenkeltes Chromatin, ovaler bis runder Zellkern, viel
Zytoplasma, sehr starke Basophilie, viele Vakuolen im
Zytoplasma

Tab. 2: FAB-Klassifikation der ALL anhand mikroskopischer Untersuchung [12]. Dabei
weisen die unterschiedlichen FAB-Klassifikationen L1, L2, L3 verschiedene morphologische
Charakteristika auf.

R—
el

- }
/ ana 1:’
€2

>
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Abb. 2: Knochenmarkaspirate von Patienten mit Wright-Giemsa-Féarbung [12]. Typische
Morphologie der in Tab. 2 beschriecbenen FAB-Subtypen im lichtmikroskopischen Bild. L1:
Knochenmarkaspirat von einem Patienten mit ALL. Es zeigen sich kleine Zellen mit einheitlicher
Grofle, gleichformiges Chromatin, regelméBig vorfindbare Nucleoli, sehr wenig Zytoplasma. L2:
Knochenmarkaspirat von einem Patienten mit ALL. Es zeigen sich grole Zellen mit
unterschiedlicher Grof3e, ungleichformiges Chromatin, der Zellkern zeigt sich mit unregelméfigen
Spalten und Kerben, groe Nucleoli, variables Zytoplasma. L3: Knochenmarkaspirat von einem
Patienten mit Burkitt-Lymphom. Es zeigen sich groB3e Zellen mit einheitlicher GroB3e, gleichférmig
fein gesprenkeltes Chromatin, ovaler bis runder Zellkern, sehr starke Basophilie, viele Vakuolen im
Zytoplasma.
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Einleitung

Genetische Aberrationen

Leukdmiezellen weisen héufig zyto- und molekulargenetische Verdnderungen auf
(Abbildung 3). Im Allgemeinen werden strukturelle und numerische Veranderungen
unterschieden. Zu den strukturellen Verdanderungen gehdren Deletionen, Insertionen,
Inversionen und Translokationen. Bei Deletionen kommt es zu einem Verlust, bei
Insertionen zu einem Zugewinn von Nukleotiden. Inversionen sind durch die Drehung
eines DNA-Abschnitts gekennzeichnet. Translokationen fithren zu einem Austausch von
Genabschnitten zwischen zwei Chromosomen. Bei den typischen ALL-assoziierten
Translokationen entsteht in der Regel ein neues Gen, ein sogenanntes Fusionsgen. Zu den
numerischen Verdnderungen gehdren Hypo- und Hyperdiploidien. Diese sind durch den
Verlust beziehungsweise den Zugewinn ganzer Chromosomen gekennzeichnet. Dariiber
hinaus ist eine Aufteilung der akuten lymphatischen Leukdmie anhand submikroskopischer
genetischer Verdnderungen mdoglich. Diese genetischen Verdnderungen tragen zur
Entstehung der Leukidmie bei, indem zelluldre Funktionen verdndert werden [13].

Die Patienten, die im Rahmen dieser experimentellen Studie untersucht wurden, weisen
einen hoch hyperdiploiden Chromosomensatz auf. In dieser Patientengruppe sind nur
wenige Fille bekannt, die typische Leukdmie assoziierte Translokationen, wie zum
Beispiel BCR-ABLI1/1(9;22)(q34;q11), ETV6-RUNX1/t(12;21)(p13;921) oder
TCF3-PBX/t(1;19)(q23;p13) aufweisen [14], [15]. Da das Ziel dieser Arbeit lautet,
genetische submikroskopische Variationen bei Kindern mit hoch hyperdiploider ALL
nachzuweisen, werden im Folgenden die numerischen und submikroskopischen

Verdnderungen erléutert.
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BCR-ABLT 3%
TCF3-PBX1 6%

Hypodiploidy 1%
MYC 2%

NOS 4.5%
ETV6-RUNX1 25%

TCF3-HLF 0.5%
dic (9;20) 2%

IAMP21 2%

ERG 3%

CRLF2 4%
(not BCR-ABL Hike)

NOS 22%
(B-other)

BCR-ABL 1-like 9%

Hyperdiploidy 28%

Abb. 3: Zyto- und molekulargenetische Verinderungen bei der pidiatrischen B-ALL [16].
Das Diagramm zeigt die Héufigkeit aller wesentlichen Subtypen der B-ALL. Hierbei ist zu
erkennen, dass t(12;21) mit 25% die héufigste chromosomale Translokation in der B-ALL darstellt.
Hierdurch entsteht das Fusionsgen ETV6-RUNXI. Zu den weiteren Translokationen, die zu einer
B-ALL fiihren konnen, zihlen zum Beispiel BCR-ABLI, TCF3-PBXI und MLL-Rearrangierungen.
Mit 28% ist die Hyperdiploidie die zweithdufigste genetische Verdnderung in der B-ALL.
Hypodiploidie macht nur ca. 1% aus. Im Jahre 2004 waren 22% der Subtypen unbekannt (als
B-other im linken Diagramm gekennzeichnet). Seitdem sind verschiedene Subtypen klassifiziert
worden, die in dem Balkendiagramm rechts dargestellt sind. NOS (not otherwise specified), nicht
néher bezeichnet.

Hypodiploidie

Als hypodiploid bezeichnet man eine akute lymphatische Leukdmie mit -einer
Chromosomenzahl von weniger als 44 Chromosomen. Diese liegt in ca. 1% der Félle vor,
bei denen Kinder an der ALL erkrankt sind. Die hypodiploide akute lymphatische
Leukémie ist durch ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie gekennzeichnet [17]. Man
kann die Hypodiploidie weiterhin aufteilen in die fast-haploide (24-31 Chromosomen) und
in die niedrig-haploide Hypodiploidie (32-44 Chromosomen). Die niedrig-haploide ALL
ist mit Deletionen und Sequenzmutationen, die den RAS Signalweg aktivieren, assoziiert.
Veridnderungen im RAS Signalweg konnen zu einer erhohten Proliferation der
Tumorzellen fiihren. Niedrig-haploide und fast-haploide ALL sind hdufig begleitet von
inaktivierenden Verdnderungen der IKAROS Gene IKZF2 und IKZF3 [18]. Diese sind an
der B-Zell-Differenzierung beteiligt. Auerdem sind bei der niedrig-haploiden ALL hiufig
Mutationen in den Tumorsuppressoren 7P53 (codiert pS3) und RBI anzutreffen, die zu

einem Funktionsverlust dieser Gene fiihren [13]. Die genannten Verdnderungen in den
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IKAROS Genen [KZF 2 und 3 und den Tumorsuppressoren sind spezifisch fiir die

Hypodiploidie, da diese Mutationen ansonsten selten in der B-ALL vorkommen.

Hyperdiploidie

Als Hyperdiploidie bezeichnet man eine akute lymphatische Leukdmie mit einer
Chromosomenzahl von 51-67 Chromosomen. Diese ist die héufigste numerische
Verdnderung in der B-Vorldufer-ALL bei Kindern. Sie tritt mit einer H&ufigkeit von
25-30% auf [14], [19], [20]. Die hoch hyperdiploide ALL wurde das erste Mal in den
frithen achtziger Jahren von Kaneko et al. (1981) beschrieben. Hierbei wurde beschrieben,
dass diese Form der Leukdmie nur bei Kindern auftritt und diese meistens das vierte
Lebensjahr noch nicht erreicht haben. AuBerdem zeichnete sie sich durch ein gutes
Therapieansprechen und eine lange Remission aus [21]. Diese Erkenntnis wurde bereits
1967 von Fritz Lampert beschrieben, der einen Zusammenhang zwischen der vermehrten
DNA in den Zellen und der erfolgreichen Chemotherapie vermutete [22]. Es besteht
allerdings in 15% der Fille eine Neigung zu Rezidiven mit schlechter Prognose [20,23],
[24]. Die hoch hyperdiploide ALL ist im Allgemeinen durch eine niedrige Zahl der weillen
Blutkorperchen gekennzeichnet. Der Median liegt bei <10'%/1 in den meisten Studien. Die
meisten Patienten weisen bei Diagnosestellung eine Andmie auf mit einem
durchschnittlichen Hamoglobingehalt von 60 bis 70 g/I. Dariiber hinaus leiden sie oft an
einer Thrombozytopenie [20]. Des Weiteren ist die Hyperdiploidie durch eine
Vervielfachung bestimmter Chromosomen in mehr als der Hélfte der Félle gekennzeichnet.
Dazu zdhlen die Chromosomen X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 und 21. Die Chromosomen 8
beziehungsweise 5 sind in 40% beziehungsweise in 30% vervielfacht. Die restlichen
Chromosomen sind nur in ca. 10-20% vervielfacht. Am haufigsten wird das Chromosom
21 vervielfacht. Es lassen sich in iiber 90% der Fille drei oder mehr Kopien des
Chromosoms finden. Das Chromosom 21 liegt meist als Tetrasomie und sogar manchmal
als Pentasomie vor [20]. Die restlichen Chromosomen sind meist in dreifacher Ausfiihrung
vorhanden, es kommen aber auch Tetrasomien vor, vor allem bei den Chromosomen 14, 18

und X [25]. Abbildung 4 verdeutlicht die beschriebenen Vervielfachungen.
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Abb. 4: Vervielfachung spezifischer Chromosomen bei der hoch hyperdiploiden ALL. In
Anlehnung an [20]. Auf der x-Achse sind die Chromosomen dargestellt, die vervielfacht vorliegen.
Die y-Achse zeigt die Haufigkeit in %, mit der die vervielfachten Chromosomen auftreten. Dabei
sind vor allem die Chromosomen X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 und 21 vervielfacht. Am hiufigsten wird
das Chromosom 21 vervielfacht. Es liegt dabei meist als Tetrasomie vor, Pentasomien kommen
aber auch vor. Die restlichen Chromosomen sind meist in dreifacher Ausfithrung vorhanden.

Eine interessante Frage ist, wie die Zellen hoch hyperdiploid werden. Theoretisch sind vier
Ansitze moglich, wie Abbildung 5 verdeutlicht.

Der erste mogliche Weg fithrt {iber einen fast-haploiden Chromosomensatz
(24-31 Chromosomen). Seit 1970 ist bekannt, dass fast-haploide Fille haufig zwei Klone
besitzen, einen fast-haploiden und einen hoch hyperdiploiden Karyotypen [26]. So zeigte
Harrison et al. (2004), dass dies bei 65% der Fille vorliegt [17]. Somit besteht die
Moglichkeit, dass die hoch hyperdiploiden Félle aus fast-haploiden entstehen, indem es zu
einer Verdopplung des Chromosomensatzes und anschlieBendem Verlust der
urspriinglichen Stammzelllinie kommt, siehe auch Abbildung 5 [27]. Dies wiirde allerdings
bedeuten, dass vor allem Disomien oder Tetrasomien vorliegen. Des Weiteren wiirden alle
Disomien aus zwei exakt identischen Chromosomen bestehen, es ligen also uniparentale
Disomien vor. Bei allen Tetrasomien wire ein 2:2 Verhiltnis vorhanden [20]. In FISH
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass fast-haploide Klone in hoch hyperdiploiden
Fillen vorkommen [28], [29]. Somit entsteht ein Teil der hoch hyperdiploiden Fille aus
einem fast-haploiden Chromosomensatz. Diese ALL zeichnet sich, im Gegensatz zu der
Mehrheit der hoch hyperdiploiden Fille, durch eine schlechte Prognose aus. Der Grund
daftir liegt wahrscheinlich in der vollstindigen Penetranz schidlicher homozygoter
Mutationen [30]. Fir den groften Teil trifft dieser Weg {iber den fast-haploiden

Chromosomensatz allerdings nicht zu, da bei der hoch hyperdiploiden ALL meist ein
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heterozygoter Chromosomensatz vorliegt und hiufig Trisomien vorkommen. Dies spricht
demnach gegen diesen Ursprung [20].

Eine andere Mdglichkeit ist die Entstehung iiber eine Tetraploidie mit anschlieBendem
Verlust von Chromosomen. Bei der Tetrasomie besteht ein 2:2 Verhiltnis, da die
homologen Chromosomen verdoppelt wurden. Werden nun die vier Chromosomen wieder
zu zwei Chromosomen reduziert, entstehen in einigen Fillen zwei identische homologe
Chromosomen, siehe auch Abbildung 5 [20]. In der Tat besteht bei der hoch
hyperdiploiden ALL bei einem tetrasomen Chromosomensatz immer ein 2:2 Verhiltnis
[31], [32]. Des Weiteren wiesen diverse Studien mit 52 hoch hyperdiploiden Fillen 30%
der Disomien identisch homologe Chromosomen auf [32], [33], [34]. Auch wenn diese
Frequenz nicht notwendigerweise der reellen entspricht, spricht dieses Ergebnis trotzdem
fiir den beschriebenen mdglichen Ursprung der Hyperdiploidie.

Ein weiterer moglicher Weg zur Hyperdiploidie ist der sequentielle Zuwachs von
Chromosomen in aufeinander folgenden Zellteilungen. Dieser Weg kann allerdings fiir die
meisten Fille ausgeschlossen werden, da ein 3:1 Verhéltnis der Chromosomen vorliegen
miisste, siche auch Abbildung 5. Es wiirde ndmlich zur Verdreifachung des einen
homologen Chromosoms kommen, bei Retention des anderen [20].

Der letzte mogliche Mechanismus ist der simultane Zuwachs aller zusétzlichen
Chromosomen wihrend einer Zellteilung. Dieser Mechanismus ist fiir die meisten Félle der
Hyperdiploidie der wahrscheinlichste. Es wiirde bei Tetrasomien ein 2:2 Verhéltnis der
Chromosomen vorliegen und es wiirden keine zwei identischen homologen Chromosomen
bestehen, siehe auch Abbildung 5 [20]. Dies ist in den meisten hoch hyperdiploiden Féllen
der Fall [31], [32], [33], [34]. Demnach entsteht die Hyperdiploidie entweder iiber den
tetraploiden Weg (30%) oder iiber den simultanen Zuwachs (70%) [20].
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Abb. 5: Die vier moglichen Wege zur Entstechung des hoch hyperdiploiden
Chromosomensatzes. In Anlehnung an [20]. Dabei kann der hyperdiploide Chromosomensatz
entweder iiber den fast-haploiden Weg oder den tetraploiden Weg entstehen. Ebenso ist die
Entstehung aus einem sequentiellen oder einem simultanen Zuwachs moglich.

Obwohl diese Form der ALL die haufigste im Kindesalter ist, ist sehr wenig zu ihrer
Atiologie bekannt. Bis jetzt wurden keine spezifischen Risikofaktoren seitens der Eltern
identifiziert, die direkt mit der hoch hyperdiploiden ALL assoziiert sind. Allerdings wurde
ein Zusammenhang zwischen dem elterlichen Konsum von Amphetaminen, Marihuana
oder Kokain und RAS Mutationen beim Kind festgestellt [35]. Diese RAS Mutationen sind
vor allem bei Kindern, die an der hoch hyperdiploiden ALL erkrankt sind, vermehrt zu
finden. Demnach kann man indirekt darauf schliefen, dass der Gebrauch dieser Drogen das
kindliche Risiko an einer hoch hyperdiploiden ALL zu erkranken erhoht [36], [37].
Dartiber hinaus beschrieb Hjalgrim et al. (2004), dass Kinder mit einem Geburtsgewicht

von mehr als 4000 Gramm ein erhohtes Risiko haben. Der genaue Mechanismus ist bis
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jetzt unbekannt [38]. Ein vermindertes Risiko fiir ein Kind an einer ALL zu erkranken liegt
allerdings nach Wiemels et al. (2005) vor, wenn das Kind pranatal Nikotinrauch ausgesetzt
wurde. Man nimmt an, dass die toxischen Stoffe des Rauches dem hyperdiploiden Klon
schaden. Allerdings sind weitere Studien notig, um diese These zu bestétigen [36].

Die Hyperdiploidie entsteht mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit bereits im Uterus. Dies
konnte unter anderem an Zwillingen gezeigt werden, die an der hoch hyperdiploiden ALL
erkrankt waren. Des Weiteren konnte dies auch durch das Vorhandensein von Trisomien in
Nabelschnurblutzellen dargelegt werden [39], [40], [41].

Da die meisten Kinder aber erst im Verlauf ihres Lebens erkranken, liegt der Verdacht
nahe, dass die Hyperdiploidie alleine nicht ausreicht, um eine Leukdmie auszuldsen.
Hierfiir sind zusétzliche Ereignisse, wie zum Beispiel submikroskopische genetische

Veranderungen, notig [20], [34], [42], [43], [44].

Submikroskopische Genetische Veridnderungen bei der hoch hyperdiploiden ALL

Paulsson et al. zeigten, dass eine Korrelation zwischen dem chromosomalen Zuwachs und
einer vermehrten Genexpression bei der hoch hyperdiploiden ALL besteht. Weiterhin
beschrieben sie, dass der vermutlich erste pathogenetische Schritt in der Entwicklung einer
Leukémie die hoch Hyperdiploidie selbst ist [42]. Allerdings machten auch sie, neben
anderen Publikationen deutlich, dass noch weitere genetische Verdnderungen zur
Entstehung der Leukdmie notig sind [34], [42], [43], [44], [45]. Dabei handelt es sich vor
allem um Mutationen, die den RAS-Signalweg oder Gene betreffen, die fiir die
Histonmodifikation verantwortlich sind [37], [42], [43], [44], [45]. Tabelle 3 zeigt eine
Auswahl besonders hdufig vorkommender Mutationen und ihre Konsequenz in der hoch

hyperdiploiden ALL.
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Gen Mutation Konsequenz der Mutation Referenz

KRAS Punktmutation mit KRAS besitzt eine intrinsische [36], [37],
Aminosaureaustausch in ~ GTPase Aktivitdt. Die Mutation [42], [43],
den Codons 12,13,61,117 fiihrt zur Daueraktivierung und [44], [45],
und 146 damit zur unkontrollierten [46], [47]
Proliferation der Zellen
NRAS Punktmutation mit NRAS besitzt eine intrinsische [36], [37],
Aminosdureaustausch in ~ GTPase Aktivitdt. Die Mutation [42], [43],
den Codons 12,13 und 61 fiihrt zur Daueraktivierung und [44], [45]

damit zur unkontrollierten
Proliferation der Zellen

FLT3 Punktmutation mit Daueraktivierung der Rezeptor [37], [42],
Aminosdureaustausch in ~ Tyrosinkinase fiihrt zur [43], [44],
den Codons 835 und 836  Aktivierung von zahlreichen [45], [48],

Effektormolekiilen, die eine Rolle [49], [50]
in der Differenzierung,
Proliferation und Apoptose von
hiamatopoetischen Zellen spielen

IKZF1 Fokale Deletion oder Transkriptionsfaktor fiir die [13], [34],

Sequenz Mutation Entwicklung der hamatopoetischen  [42], [44]

Stammgzelle in die lymphatische
Vorlduferzelle. Die Mutation fiihrt
zu einem Funktionsverlust

CREBBP  Fokale Deletion und Abschwichung der Funktion des [13], [42],
Sequenzmutation kodierten Proteins fiihrt zu einer [43], [44],
geringeren Acetylierung von [45]

Histon- und nicht Histon Proteinen
sowie einer geringeren Bindung
von Substraten

Tab. 3: Hiufige submikroskopische genetische Mutationen bei der hoch hyperdiploiden
akuten lymphatischen Leukémie.
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1.1.3 Behandlung der ALL

In Deutschland existieren zwei Therapieoptimierungsstudien auf Basis derer die
Behandlung von Kindern, die an ALL erkrankt sind, durchgefiihrt wird. Diese Studien
nennen sich AIEOP-ALL BFM 2009 und COALL-07-03 (aktuell COALL-08-09).

Die ALL-Patienten dieser Arbeit wurden nach den Therapiepldnen der
COALL-07-03-Studie behandelt. Hierbei handelt es sich um eine multizentrische
Therapieoptimierungsstudie, die prospektiv durchgefiihrt wird [51]. Sie soll die Prognose
von Kindern, die an der akuten lymphatischen Leukédmie erkrankt sind, verbessern. Die
Patienten werden hierbei zundchst einem Niedrig- (low risk) oder einem Hochrisikozweig
(high risk) zugeordnet. Bei Hochrisiko-Patienten besteht eine Indikation zur

Stammzelltransplantation. Die Kriterien zur Einteilung sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Kriterien Low Risk High Risk

Leukozyten im peripheren < 25/nl > 25/nl

Blut bei Diagnose

Alter >1 bis < 10 Jahre >/=10 Jahre

ALL Subtyp Common ALL oder Prd-B- Pro-B-ALL oder T-ALL
ALL

Remission Komplette Remission an Keine Remission an Tag 29
Tag 29

Translokation keine Translokation 4/11 Translokation 4/11

Tab. 4: Kriterien zur Einteilung in den Niedrig- (low risk) und den Hochrisikozweig
(high-risk) der akuten lymphatischen Leukimie [S1]. Dabei spielen die Leukozytenzahl bei
Diagnose, das Alter der betroffenen Kinder, der ALL- Subtyp, das Erreichen der Remission nach
29 Tagen sowie vorhandene Translokationen eine Rolle.

Eine zweite Stratifizierung erfolgt fiir die Low Risk Patienten anhand des in vitro
Resistenzprofils. Hierbei wird die Empfindlichkeit der Leukédmiezellen gegeniiber
bestimmter Medikamente (Prednisolon, Vincristin, Asparaginase) gepriift. Daraus ergibt
sich der sogenannte PVA Score, anhand dessen die Therapie angepasst wird. Die Patienten
erhalten randomisiert entweder Daunorubicin (DNR) oder Adriamycin (ADR) in der
Vorphase, um anhand des Therapieansprechens die Aquivalenz der Medikamente zu

testen. [51]

Die stationdre Chemotherapie gliedert sich in verschiedene Phasen, die sich in Dauer, Art

und Intensitdt der Chemotherapie unterscheiden und eine vollstindige Heilung des
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Patienten erreichen sollen: Die Vorphase, die Induktionstherapie, die Intensivphase und die
Reinduktionstherapie. Nach einer Therapiepause von zwei Wochen beginnt die
Dauertherapie, die der Patient bis zum Ablauf von zwei Jahren zu Hause durchfiihren

kann. Die folgenden Abschnitte sind in Anlehnung an [1] erstellt worden.

Die Vorphase besteht aus einer maximal einwdchigen Chemotherapie mit Daunorubicin
(DNR) oder Adriamycin (ADR) und Methotrexat (MTX). Mit dieser Phase wird die
Therapie der ALL eingeleitet und dient der Reduktion der Leukdmiezellen. Durch die
allmdhliche Reduktion der Leukdmiezellen, wird die Gefahr eines Tumorlyse-Syndroms
reduziert. Dieses kann dann entstehen, wenn eine hohe Zahl von Leukdmiezellen in kurzer
Zeit zerstort wird. Aus den toten Leukidmiezellen erfolgt eine Freisetzung von
Stoffwechselprodukten. Fillt eine groBe Menge dieser Stoffwechselprodukte an, fiihrt dies

zu einer Schadigung des Organismus.

Die Induktionsphase besteht aus einer intensiven Chemotherapie. Hier werden mehrere
Medikamente (zum Beispiel Prednison, Vincristin, Daunorubicin, L-Asparaginase,
Methotrexat, Cyclophosphamid, Cytarabin, 6-Mercaptopurin) eingesetzt. Diese Phase
verfolgt das Ziel, dass ein GroBteil der Leukédmiezellen zerstort wird. Wird dieses Ziel
erreicht, spricht man von einer Remission. Eine Remission ist erreicht, wenn die Zahl der
Leukdmiezellen im Knochenmark unter 5% betrdgt. Des Weiteren muss das Blut wieder
auf normale Art und Weise gebildet werden. Die Dauer der Induktionsphase liegt bei
ca. finf bis acht Wochen und bei etwa 98% der Kinder kann eine Remission erzielt

werden.

Auf die Induktionsphase folgt die Intensivphase. Dieser Abschnitt der Therapie dauert ca.
zwel bis vier Monate. Diese Phase hat zum einen das Ziel weitere Leukdmiezellen zu toten
und zum anderen dient sie der Erhaltung der Remission. Hierzu werden andere
Medikamentenkombinationen angewendet. Diese Medikamentenkombination besteht meist
aus 6-Mercaptopurin und Methotrexat. Dariiber hinaus beinhaltet diese Phase, dass das
zentrale Nervensystem praventiv behandelt wird. Dies soll vor der Ansiedlung oder
Ausbreitung der leukdmischen Zellen im Gehirn oder Riickenmark schiitzen. Hierbei wird

durch eine Lumbalpunktion Methotrexat in den Liquor gegeben.

Bei der Reinduktionstherapie werden ebenfalls Zytostatika Kombinationen in hoher Dosis

verabreicht (zum Beispiel Vincristin, Adriamycin, L-Asparaginase, Thioguanin,
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Dexamethason). Diese Therapie soll bewirken, dass die leukdmischen Zellen géinzlich

vernichtet werden und sie soll das Risiko an einem Rezidiv zu erkranken minimieren.

Nach einer Therapiepause schliefit sich die Dauertherapie an. Diese Therapie ist eine
mildere Chemotherapie mit 6-Mercaptopurin und Methotrexat. In der Regel dauert diese
Phase der ALL Therapie zwei Jahre und kann ambulant durchgefiihrt werden. Das Ziel

hierbei ist es, auch die bis jetzt liberlebenden Leukidmiezellen zu toten.

Die ereignisfreie 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Kindern mit ALL liegt bei der
COALL-07-03-Studie  bei  75%. Im  Rahmen dieser Behandlung sind
Knochenmarkspunktionen aus klinischen Griinden zu verschiedenen Zeitpunkten
erforderlich (zum Bespiel zum Zeitpunkt der Diagnose, in der Remission und

gegebenenfalls beim Auftreten eines Rezidivs).

In einigen Fillen wird eine allogene Stammzelltransplantation durchgefiihrt, zum Beispiel
wenn der Patient schlecht auf eine Chemotherapie anspricht, die Rezidivgefahr erhdht ist

oder der Patient bereits ein Rezidiv erlitten hat. [1]

1.2 Mesenchymale Stammzellen (MSC)
1.2.1 Biologie

Im Knochenmark liegen zwei Stammzelltypen vor. Zum einen die hidmatopoetischen
Stammzellen, die fiir die Blutbildung verantwortlich sind, zum anderen die
mesenchymalen Stammzellen (MSC). Die erste Beschreibung der mesenchymalen
Stammzellen erfolgte 1968 durch Friedenstein et al.. Hierbei wurden die mesenchymalen
Stammzellen als eine anhaftende, spindelférmige und den Fibroblasten &hnliche
Zellpopulation beschrieben. Sie fungieren als Vorlduferzellen fiir die Knochenbildung
[52]. Des Weiteren besitzen mesenchymale Stammzellen das Vermogen sich in vitro zu
Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten zu differenzieren (Abbildung 6). Sie
fungieren somit als Vorlduferzellen fiir unter anderem Fettgewebe, Knorpel und Knochen
[53], [54]. Ebenfalls konnte in vitro eine Transdifferenzierung in Zellen des Ektoderms
sowie des Endoderms erreicht werden (Abbildung 6) [55], [56], [57]. Die mesenchymalen
Zellen besitzen ein hohes Proliferationspotenzial. So konnen aus wenigen Millilitern
Knochenmarkaspirat innerhalb von 4-6 Wochen Zellmengen von 1010’ mesenchymaler

Stammzellen erzeugt werden [58]. Die Zellen bilden Kolonien, sobald sie mit einer
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geringen Dichte kultiviert werden (colony-forming unit fibroblasts-CFU-F), wodurch sich

ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung zeigt [59].

PO Ca T O & @& @S> ® Knochen

mg Knochenmark

Mesenchymale Stammzelle

9l

Adipozyten Chondrozyten  Osteoblasten Stromazellen  Nyozyten Tenozyten

Me

Epithelzellen Nervenzellen

Lungenzellen Hepatozyten  Darm-Epithelzellen

Abb. 6: Differenzierung mesenchymaler Stammzellen. Abbildung nach [60], modifiziert von
[61]. Mesenchymale Stammzellen sind neben der Selbsterneuerung dazu féahig, sich in Zellen des
Mesoderms, des Endoderms sowie des Ektoderms zu entwickeln.

Die Isolation mesenchymaler Stammzellen kann, neben dem Knochenmark, auch aus
anderen Geweben, wie zum Beispiel der Plazenta, Nabelschnurblut oder aus anderen
Organen (zum Beispiel Lunge, Leber, Milz) erfolgen [62]. Ein spezifischer Marker fiir die
mesenchymalen Stammzellen existiert nicht. Deshalb erfolgt die Identifikation von
mesenchymalen Stammzellen anhand mehrerer Charakteristiken: Mesenchymale
Stammzellen besitzen einen den Fibroblasten dhnlichen Phénotyp, proliferieren in Kultur
(sie formen dabei, wie oben beschrieben, CFU-F), heften an Zellkulturmaterial und kénnen
sich in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten entwickeln. Tabelle 5 zeigt ferner
bestimmte Oberflichenmarker, fiir die die mesenchymalen Stammzellen positiv
beziehungsweise negativ sind [53]. Diese konnen fiir die Charakterisierung mittels der

durchflusszytometrischen Messung genutzt werden.
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Oberflichenmarker Positiv/Negativ
CD3 -
CDl1ab -

CD13 +

CD14 -

CD18 Integrin 32 -

CD20 -

CD29 +

CD31 PECAM -

CD34

CD44

CD45

CDA49b Integrin a2
CDA49d Integrin o4
CD49e¢ Integrin a5
CD50 ICAM3

CD54 ICAMI1

CD62E E-Selectin
CD71 Transferrin Rec
CD73 SH3

CD90 Thy-1

CD105 Endoglin
CD106 VCAM
CD117 -
CD133

CD166 ALCAM
Nestin

p75 LNGR
HLA ABC +

HLA DR induzierbar durch IFN
SSEA 3,4 +

TRK (ABC) +

Tab. 5: Oberflichenmarker bei mesenchymalen Stammzellen. In Anlehnung an [63]. Dabei
weisen die mesenchymalen Stammzellen die mit + markierten Oberflichenmarker auf. Die mit —
markierten Oberflichenmarker werden hingegen von den mesenchymalen Stammzellen nicht
exprimiert. Die Markierung -* steht fiir eine Expression des Oberflachenmarkers bei Isolierung, in
Kultur wurde dieser jedoch nicht exprimiert.

+ 0+ %+

4+

+ 4+

+ + 4

Mesenchymale Stammzellen konnen fiir die Langzeitkultur von hdmatopoetischen
Stamm- und Vorlduferzellen eingesetzt werden. Sie machen es moglich, dass diese Zellen
in vitro expandieren kdnnen [58]. Auch in vivo konnte gezeigt werden, dass mesenchymale
Stammzellen das Anwachsen himatopoetischer Stammzelltransplantate verbessern. Dieser
Effekt wurde in immundefizienten NOD/SCID Méusen untersucht. Diesen Mausen fehlen

T-Lymphozyten und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Daher stoBen sie die
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Transplantate nicht ab. Nach subletaler Bestrahlung wachsen héimatopoetische
Stammzellen von Menschen im Knochenmark der Mause an, proliferieren und
differenzieren sich in myeloische und lymphatische Zellen. Bei gleichzeitiger
Transplantation von mesenchymalen Stammzellen konnte auerdem das Anwachsen von
humanen CD45-positiven Leukozyten in NOD/SCID Maiusen, bei denen hdmatopoetische
Stammzellen transplantiert worden waren, verbessert werden [64].

Des Weiteren bilden sie die ,,Nische® fiir himatopoetische Stammzellen in vivo. Somit

kommt ihnen die Rolle eines kritischen Regulators fiir die gesamte Blutbildung zu [65].

1.2.2 Regeneratives Potenzial

Mesenchymale Stammzellen besitzen die Fihigkeit, die korpereigene oder endogene
Regeneration bei Gewebeschidden zu stimulieren und somit die Regeneration in
erheblichem Mafle zu fordern. Dies konnte in mehreren Geweben und Organen (unter
anderem Nervengewebe, Herzmuskelgewebe, Lebergewebe) nachgewiesen werden [66].
Auch in Tierexperimenten konnte das regenerative Potenzial der mesenchymalen
Stammzellen nachgewiesen werden. Zum einen wurden intrauterin mesenchymale
Stammzellen in Maiuse mit Glasknochenerkrankung (Osteogenesis imperfecta)
transplantiert. Dies reduzierte die Rate an spontanen Knochenbriichen [67]. Klinisch
kamen mesenchymale Stammzellen 1999 in diesem Zusammenhang zum Einsatz. Hierbei
wurden Knochenmark und mesenchymale Stammzellen bei Kindern mit der
Glasknochenerkrankung transplantiert. Auch hier konnte eine Verringerung der
Knochenbriiche sowie ein schnelleres Knochenwachstum beobachtet werden [68]. Des
Weiteren erhielten an Diabetes erkrankte Maiduse Infusionen mit mesenchymalen
Stammzellen. Dies bewirkte eine Zunahme der Anzahl derjenigen B-Zellen, die Insulin
produzieren, indem die Regeneration gefordert wurde. Daraus resultierte eine Senkung des
Blutzuckers und eine Verbesserung der Diabeteserkrankung [69].

Auch bei avaskuldren Nekrosen des Knochens bei Kindern nach steroidhaltiger
Chemotherapie erhohte der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen bei der Therapie die
Erfolgsraten.

Es ist wahrscheinlich, dass fiir die Regeneration in den meisten Féllen nicht primédr die
Plastizitdt der mesenchymalen Stammzellen verantwortlich ist, sondern die von ihnen

sezernierten Signalmolekiile. Diese bewirken dann eine Geweberegeneration [58].
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1.2.3 Immunmodulation

Eine weitere wichtige Eigenschaft der mesenchymalen Stammzellen ist die Hemmung der
Proliferation und Funktion von Zelltypen des angeborenen und adaptiven Immunsystems.
Dabei sind unter anderem Monozyten, natiirliche Killerzellen, T-Lymphozyten,
B-Lymphozyten und Dendritische Zellen betroffen [70]. Dieser Mechanismus trifft vor
allem auf die allogene Immunantwort zu. Diese ist T-Zell vermittelt und entsteht bei der
AbstoBung von  Organen nach  Transplantationen oder bei der nach
Stammzelltransplantation entstehenden Spender-Gegen-Empfianger-Erkrankung
(graft versus host disease-GvHD). FEine wichtige Rolle spielt hierbei das Enzym
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO). Dieses Enzym wird durch inflammatorische Zytokine
stimuliert und in den mesenchymalen Stammzellen exprimiert. Es ist ein Tryptophan
katabolisierendes Enzym, wodurch die Konzentration des Tryptophans verringert wird.
Diese Tryptophanverarmung des Milieus fiihrt zur Hemmung der T-Lymphozyten
Proliferation, da T-Zellen Tryptophan fiir ihr Wachstum brauchen. Die dadurch erzielte
immunsuppressive Wirkung der MSC tritt allerdings nur ein, wenn die Funktion durch
inflammatorische Zytokine (zum Beispiel Interferon y) aktiviert wird. Dies bedeutet, dass
die Immunsuppression nur lokal stattfindet, was moglicherweise therapeutisch genutzt
werden kann [71]. Auch invivo konnte die immunsuppressive Eigenschaft der
mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden. Bei Pavianen konnte gezeigt werden,
dass durch Infusionen von mesenchymalen Stammzellen die Uberlebenszeit von allogenen
Hauttransplantaten verldngert werden konnte [72]. Des Weiteren konnte in NOD/SCID-
Maiusen gezeigt werden, dass die wochentliche Injektion von mesenchymalen Stammzellen
eine GVHD verhindern kann. Hierzu injizierte man humane periphere Blutleukozyten, die
ohne die zusitzliche Injektion von mesenchymalen Stammzellen eine GvHD auslosten
[73].

Klinisch konnten mesenchymale Stammzellen unter anderem bei steroidrefraktirer GVHD
bei Kindern eingesetzt werden. Es resultierte ein therapeutisches Ansprechen von bis zu

50% [58].

1.2.4 Mesenchymale Stammzellen in der Pathogenese der ALL
In einer Studie von Shalapour et al., wurde bei Kindern, die an einer ALL erkrankt waren,
das Vorhandensein von Leukdmie spezifischen Fusionsgenen wie zum Beispiel

ETV6-RUNXI und MLL-Translokationen nicht nur in Leukdmiezellen, sondern auch in
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mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen. Dies war auch fiir /g-Gen Rearrangements in
mesenchymalen Stammzellen der Fall [74]. Dies zeigt, dass Leukdmiezellen und
mesenchymale Stammzellen gemeinsame genetische Verdnderungen aufwiesen. Da sich
sowohl leukdmiespezifische = Verdnderungen und  Ig-Gen Rearrangements  in
mesenchymalen Stammzellen nachweisen lielen, deutet dies darauf hin, dass sie in der
Pathogenese und in der Pathophysiologie der Leukdmie eine Bedeutung haben. Die
genetischen Verdnderungen blieben in den mesenchymalen Stammzellen bestehen, auch
wenn die Kinder bereits Chemotherapien und Stammzelltransplantationen erhalten haben
und klinisch wieder gesund waren. Demnach konnte weder eine Chemotherapie noch eine
Stammzelltransplantation diese Zellen effektiv eliminieren. Somit ist eine Beteiligung an
der Entstehung von Rezidiven moglich [74], [75]. Auch in anderen Studien wurde den
MSC eine Rolle in der Pathogenese und in der Pathophysiologie der Leukdmie
zugesprochen [76], [77], [78]. Menendez et al. zeigten, dass die mesenchymalen
Stammzellen von Kindern, die an einer MLL-AF4" B-ALL erkrankt waren, das MLL-AF4
Fusionsgen besalen und exprimierten [76]. Raaijmakers et al. demonstrierten durch eine
Deletion der RNaselll Endonuklease Dicer/ in mesenchymalen Zellen bei Mausen die
Entwicklung eines Myelodysplastischen Syndroms und einer daraus hervorgehenden
AML. Dicerl wird fiir die Biogenese der mikroRNA benétigt. Die mikroRNA determiniert
das Schicksal hidmatopoetischer Zellen und die Dicerl-abhéngige Verminderung der
mikroRNA bewirkt eine tumorartige Proliferation der Zellen [77]. Blau et al. wiesen
chromosomale Aberrationen in 16% der mesenchymalen Stammzellen bei Patienten mit
Myelodysplastischen Syndrom oder AML nach. Im Gegensatz dazu wurden bei gesunden
Patienten keine chromosomale Aberrationen in den MSC gefunden [78].

Mogliche Mechanismen zur Erkldrung der Entstehung aberranter mesenchymaler
Stammzellen und Rezidiven zeigt Abbildung 7. Hierbei entsteht die erste genetische
Aberration (hier TEL/AMLI=ETV6-RUNX]) in einer pra-hdmatopoetischen Vorlduferzelle.
Es folgt eine Differenzierung entlang der hdmatopoetischen (HSC) oder der
mesenchymalen (MSC) Stammzelllinie. Durch die Differenzierung maligner
Héamangioblasten oder durch die Transdifferenzierung himatopoetischer Stammzellen zu
mesenchymalen Stammzelle, konnte es zu einer Entstehung eines dynamischen Reservoirs
von mesenchymalen Stammzellen kommen. Zu diesem dynamischen Reservoir konnten
des Weiteren B-Vorlduferzellen beitragen, die sich in mesenchymale Stammzellen

dedifferenzieren. Diese Dedifferenzierung konnte als eine Reaktion auf den
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Selektionsdruck durch die Chemotherapie entstehen. Einige von diesen mesenchymalen
Stammzellen wiren durch das Vorhandensein des Fusionsgens und (aufgrund der
Dedifferenzierung) des Ig-Gen Rearrangements charakterisiert (Abbildung 7). Durch
weitere genetische Aberrationen in den prileukédmischen Klonen entsteht ein Pool an
heterogenen Leukdmiezellen zum Diagnosezeitpunkt. Der die Chemotherapie iiberlebende
Zellklon konnte von verschiedenen Zelle abstammen: Von einem leukdmischen Klon, von
einem prileukdmischen Klon oder von den mesenchymalen Stammzellen. Abschnitt in

Anlehnung an [75].
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Abb. 7: Hypothetisches Modell zum zelluléiren Ursprung leukimischer Rezidive [75]. Hierbei
entsteht die erste genetische Aberration (hier TEL/AMLI=ETV6-RUNXI) in einer pré-
hamatopoetischen Vorlduferzelle. Es folgt eine Differenzierung entlang der hidmatopoetischen
(HSC) oder der mesenchymalen (MSC) Stammzelllinie. Durch die Differenzierung maligner
Hamangioblasten, die Transdifferenzierung héamatopoetischer Stammzellen oder die
Dedifferenzierung der B-Vorlduferzellen zu mesenchymalen Stammzellen, enthalten diese das
Fusionsgen und sogar Ig-Gen Rearrangements (in der Abbildung als Késtchen in MSCs und
B-Vorlauferzellen dargestellt). Durch weitere genetische Aberrationen in den prileukdmischen
Klonen entsteht ein Pool an heterogenen Leukdmiezellen zum Diagnosezeitpunkt. Der die
Chemotherapie iiberlebende Zellklon konnte von verschiedenen Zelle abstammen: Von einem
leukédmischen Klon, von einem prileukdmischen Klon oder von den mesenchymalen Stammzellen.

Analyse genetischer Variationen bei Kindern mit
hoch hyperdiploider akuter lymphatischer Leukdmie

22



Einleitung

Gesunde mesenchymalen Stammzellen konnen, wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben, die
T-Zell ~Funktion unterdriicken wund {iber verschiedene Mechanismen eine
Immunsuppression herbeifithren. Des Weiteren konnen sie die Funktion von Monozyten,
natiirliche Killerzellen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Dendritische Zellen
beeinflussen [70]. Somit konnten aberrante mesenchymale Stammzellen die
physiologische Immunmodulation stéren. AuBBerdem nehmen mesenchymale Stammzellen
im Knochenmark Einfluss auf die Proliferation, Differenzierung und Erhaltung von
hdmatopoetischen Zellen als Teil der regulatorischen Nische. Daher konnten
mesenchymalen Stammzellen einen Beitrag leisten, eine ,,onkogene* Nische auszubilden

[77].
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1.3 Zielsetzung

Die Hyperdiploidie (Chromosomensatz mit >51 Chromosomen) ist die haufigste
numerische Aberration in der Prd-B-ALL. Diese Aberration allein ist jedoch nicht
ausreichend, um eine Leukdmieerkrankung zu verursachen. Dafiir sind weitere sekundire
Veridnderungen notig. Alternativ zu Verdnderungen in den Leukémiezellen, konnten auch
Verdnderungen in den mesenchymalen Stammzellen (MSC), die einen Bestandteil der
hidmatologischen Nische bilden, oder Keimbahnverdanderungen hierbei eine Rolle spielen.

Um sekundére Verdanderungen in den Leukdmiezellen, Verdnderungen in den MSCs sowie
eine mogliche Pradisposition der Patienten durch Keimbahnverdnderungen zu untersuchen,
sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert werden, die es erlaubt, genetische
Verdanderungen in verschiedenen Zelltypen von vier Patienten, die an einer hoch
hyperdiploiden ALL erkrankt sind, zu untersuchen. Dazu sollten im Rahmen der drztlichen
Versorgung von jedem Patienten zunéchst drei verschiedene Proben gewonnen werden: (1)
eine Probe mononukledrer Zellen des Knochenmarks zum Diagnosezeitpunkt, (2) eine
Hautbiopsie bei Einsetzen des Katheters, (3) eine Probe mononukledrer Zellen des
Knochenmarks zum Zeitpunkt der Remission. Aus (1) sollten die leukdmischen Blasten
sowie durch Kultivierung die mesenchymalen Stammzellen der Patienten gewonnen
werden. Die Hautbiopsie (2) sollte zur Kultivierung von Fibroblasten genutzt werden. Die
Remissionsprobe (3) sollte als Kontrolle zu den leukdmischen Zellen verwendet werden.
Dazu sollten zundchst Kulturbedingungen und Qualititskontrollen fiir MSCs und
Fibroblasten etabliert werden. Aus den genannten vier Proben sollte DNA isoliert und
Libraries fiir die Ganzgenomsequenzierung hergestellt werden. Uber einen intra-
individuellen Vergleich der Sequenzdaten sollten genomische Variationen in der

Keimbahn, der Leukdmie und im Stroma der Patienten analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

2.2 Patientenkollektiv und Proben

Die lokale Ethikkommission hat der Studie zugestimmt (Referenznummer 3432,
08.11.2010) und es liegt eine freiwillige FEinwilligungserkldrung  der
Erziehungsberechtigten der Patienten zur Teilnahme vor. Die Proben wurden
ausschlieBlich im Rahmen der notwendigen é&rztlichen Versorgung gesammelt und die

Daten unterliegen dem Datenschutz. Tabelle 6 zeigt das Patientenkollektiv dieser Studie.

Pat. Geschlecht Alter bei  ALL- Karyotyp Translokationen
Diagnose  Subtyp (BCR-ABLI-, ETV6-
RUNXI-, MLL-
Translokationen)
1 maéannlich 2 Jahre c-ALL  52.XY,+X,+6,+14, keine
+17,+21,+21
2 weiblich 1 Jahr Pra-B- 54, XX,+4,+7,+10, keine
ALL +11,+12,+17,+21,
+21

3 méannlich 2 Jahre Pra-B-  52,XY,+11,+12, keine
ALL +21,+21,+22,+22

4 maénnlich 2 Jahre c-ALL  54~55,XY,+X,+4, keine
+6,+14,+17,+18,
+21,+21,+mar[cp3]

Tab. 6: Das untersuchte Patientenkollektiv. Das Kollektiv besteht aus vier Patienten, darunter
drei ménnliche und ein weiblicher Patient. Alle sind an einer B-ALL erkrankt, davon zwei
Patienten an der c-ALL und zwei Patienten an der Prd-B-ALL. Sie weisen einen hoch
hyperdiploiden Karyotyp auf. Das Alter der Kinder bei der Erstdiagnose lag zwischen 1-2 Jahren.
Eine Untersuchung der Leukdmieproben auf BCR-ABLI-, ETV6-RUNXI- und MLL-
Translokationen wurde von Dr. Silja Rottgers durchgefiihrt und war fiir alle Patienten negativ.

Fiir die hier vorgestellte Studie wurden bei klinisch notwendigen Punktionen zusétzlich
einige Milliliter Knochenmark der Patienten gewonnen, aus diesem konnten dann MNCs
und MSCs isoliert werden. Die Leukdmiebehandlung erfordert iiber einen ldngeren

Zeitraum regelmiBige Zytostatikagaben. Dies erfolgt bei den meisten Patienten iiber einen
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implantierten zentralvendsen Katheter. Bei der Implantierung dieses Katheters wurde eine

Hautbiopsie entnommen.

Die Probenentnahme ist in der Abbildung 8 anhand des Behandlungsplans der Patienten,
die nach dem COALL-07-03-Protokoll behandelt wurden, dargestellt.

Einwilligung
zur Teilnahme
an der Studie Phasen der Chemotherapie nach COALL-03-07 Protokoll
Var- Induktions- Intensivohase Interimstherapie | Reinduktions- |Therapie- Erhaltungs-/
phase therapie P (ZNS-Therapie) therapie pause Dauertherapie
Diagnose
-T 1 B 15 22 29 36 43 50 57 64 71 78 85 92 99 106 113 120 127 134 141 148155 162 ...bis 2 Jahre
Tage
KM KM KM KM KM
Venenkatheter Remission?
A\ A\

Abb. 8: Ubersicht zur im Rahmen der vorgestellten Studie geplanten Probenentnahme.
Abbildung tiberlassen von Dr. Ute Fischer, Klinik fiir Kinder- Onkologie, -Hadmatologie und
klinische Immunologie, Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf. Die Proben sollten zu
verschiedenen Zeitpunkten der Therapie entnommen werden. Die Fibroblasten wurden hierbei
durch Kultivierung aus Hautbiopsien, die bei der Implantierung eines zentralvendsen Katheters
entnommen wurden, gewonnen. Im Rahmen von klinisch notwendigen Knochenmarkspunktionen
(KM), wurden zu den verschiedenen Zeitpunkten der Therapie (am Diagnosetag ,,Tag -7* sowie in
der Remission) zusétzlich einige Milliliter Knochenmark entnommen.

Von einem Patienten wurden im Verlauf der Therapie die folgenden Proben asserviert:
1. Fibroblasten kultiviert aus Hautbiopsien

2 MSC kultiviert aus dem Knochenmark zum Diagnosezeitpunkt

3. MNC kultiviert aus dem Knochenmark zum Diagnosezeitpunkt
4

MNC kultiviert aus dem Knochenmark in der Remission
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Abbildung 9 zeigt den Ablauf der Probenverarbeitung.

Hautbiopsie Knochenmark Knochenmark
(Diagnose) (Diagnose) (Remission)
N

Fibroblasten MsSC MNC MNC
Kultur Kultur
Qualitatskontrolle Qualitatskontrolle Qualitatskontrolle Qualitatskontrolle
DNA DNA DNA DNA
Sequenzierung Sequenzierung Sequenzierung Sequenzierung

Abb. 9: Ablauf der Probenverarbeitung [126]. Nach Entnahme der Hautbiopsie zum
Diagnosezeitpunkt, wurden die Fibroblasten in Kultur genommen. Nach dem Absolvieren einer
durchflusszytometrischen Qualititskontrolle, wurde die DNA aus den Fibroblasten isoliert und
schlieBlich die Sequenzierung durchgefithrt. Die aus dem Knochenmark gewonnenen
mesenchymalen Stammzellen, durchliefen mindestens vier Passagen in der Zellkultur. Nach einer
durchflusszytometrischen Qualititskontrolle, absolvierten sie noch eine weitere Qualitédtskontrolle,
die Differenzierung. AnschlieBend wurde auch hier eine DNA Isolierung und die Sequenzierung
durchgefiihrt. Die MNCs, die ebenfalls aus dem Knochenmark bei Diagnose und in der Remission
gewonnen wurden, durchliefen zundchst eine klinische Routine-Qualitdtskontrolle. AnschlieBend
wurde die DNA isoliert und die Sequenzierung durchgefiihrt.

2.3 Zellbiologische Methoden

Die zellbiologische Arbeit wurde in einer Sicherheitsbank unter sterilen Bedingungen

durchgefiihrt.

2.3.1 Gewinnung von MSCs und MNCs aus dem Knochenmark

Zur mesenchymalen Stammzellgewinnung aus dem Knochenmark wurden die
Knochenmarkaspirate (1-2 ml) der Patienten in 50 ml Probenréhrchen iiberfiihrt. Dann
wurde das doppelte Volumen Erythrozyten-Lysepuffer (Ammoniumchloridldsung; 8,29 g
NH4Cl, 1g KHCOs;, 0,0375g Na,-EDTA, ddH,O ad 1000 ml) hinzugefiigt und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Probenrohrchen auf 50 ml
mit Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS, Lonza, Basel, Schweiz) aufgefiillt und finf
Minuten bei 400 g (Heraeus Multifuge 4KR, Thermo Scientific) zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgenommen und dieser Vorgang zweimal wiederholt. Danach wurden
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die Zellen in 15ml Medium (DMEM (Sigma-Aldrich) ergidnzt mit 50 ml
Thrombozytenkonzentrat, 2 mM Glutamin, 10% Penicillin-Streptomycin, 50 ul Heparin)
aufgenommen und in eine 75 cm®-Zellkulturflasche ausplattiert. Diese Zellkulturflaschen
wurden bei 37°C/5% CO; in einem Inkubator (Thermo Forma 3110 Series IT Water Jacket
CO; Incubator, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) kultiviert. Durch das Anhaften an die
Plastikoberfliche der Zellkulturflasche konnen die MSCs angereichert und expandiert
werden.

Die MNCs aus dem Uberstand (hauptsichlich leukiimische Blasten) wurden am Folgetag
abgenommen und in einem Prober6hrchen 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstands wurden die pelletierten Zellen nochmals 15 Minuten bei 400 g
zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5417 R Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen
und die pelletierten MNCs bis zur DNA Isolierung bei -80°C gelagert. Die MSCs wurden
mit neuem Medium weiter kultiviert. Ist die Maximaldichte der MSC erreicht, sinkt die
Proliferationsrate und die Zellen konnen seneszent werden oder sterben. Daher miissen
diese vorher passagiert werden. Dies geschieht bei einer Konfluenz von 80-90%. Zunichst
wurde das Medium abgenommen. Danach wurden 5 ml TrypLE Select 1X
(GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) hinzugefiigt und die Zellen fiir
5 Minuten trypsiniert. Dies diente dem Abldsen der adhédrenten Zellen von der
Plastikoberfliche. Nach dem Ablésen der Zellen, wurden diese in gewliinschter
Verdiinnung (1:3-1:5) in eine neue Zellkulturflasche mit neuem Medium {iberfiihrt. Der
Rest der Zellen wurde in ein Probenrdhrchen mit 5 ml HBSS gegeben und 5 Minuten bei
400 g zentrifugiert. Diese Zellen wurden kryokonserviert. Nachdem der Uberstand
abgesaugt wurde, wurden die MSC in einer Losung von 87,5% humanem Serum Albumin
(Albunorm 5% Humanalbumin, Octapharma, Langenfeld) und 12,5% Dimethylsulphoxid
(DMSO HYBRI-Max, Sigma-Aldrich) in ein Kryordhrchen (Corning, New York, USA)
aufgenommen. DMSO ist ein Gefrierschutzmittel und verhindert, dass sich Eiskristalle
beim Einfrieren bilden und die Zellen schiadigen. Die Kryorohrchen werden anschlieend
in einen Kryocontainer (Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene®labware, New York,
USA) gelegt, der eine Kiihlrate von 1°C/min garantiert, und bei -80°C aufbewahrt. Am
Folgetag konnten die Kryorohrchen aus dem Kryocontainer entfernt und bei -80°C gelagert

werden.
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2.3.2 Differenzierung und Farbung der MSC

MSC besitzen die Fahigkeit, sich in Adipozyten und Osteoblasten zu differenzieren. Diese
Eigenschaft kann man zur Qualitdtskontrolle nutzen. Zur Differenzierung in Adipozyten
wurde ein Medium (Stem MACS AdipoDiff Media human, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) genutzt, dass die MSC zur Differenzierung und Reifung stimuliert. Hierzu
wurden die Zellen in das Medium aufgenommen und verdiinnt, bis eine finale
Konzentration von 5x10* Zellen/ml erreicht wurde. AnschlieBend wurden 1,5 ml der
Suspension auf eine 24-Loch-Zellkulturplatte transferiert. Die Zellen wurden bei
37°C/5% CO, inkubiert. Alle drei Tage wurde das Medium erneuert. Nach ca. drei
Wochen bildeten sich grofle Vakuolen. Diese Vakuolen zeigten sich mit Lipiden gefiillt,
die von den Adipozyten produziert werden.

Vor der Farbung der Zellen wurde zundchst das Medium abgebsaugt, die Zellen mit PBS
(Phosphate buffered Saline, Dulbecco’s PBS ohne Ca*" & Mg”", Lonza) gewaschen und
mit 4% (v/v) Formaldehyd fiir eine Stunde bei 4°C fixiert. Nach erneutem Waschen mit
PBS, wurden die Vakuolen anschlieend mittels 0,5% (w/v) Oil Red-O (Sigma-Aldrich)
gefdrbt. Dafiir wurde aus der 0,5% (w/v) Oil Red-O Stocklésung eine Gebrauchslosung aus
6 ml der Stammlosung und 4 ml destilliertem Wasser hergestellt. AnschlieBend wurden
nicht geloste Pulverbestandteile durch Filtrierung entfernt. Die Zellen wurden mit der
Losung fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
destilliertem Wasser gewaschen und feucht gehalten. Die gefarbten Zellen wurden unter

dem Mikroskop betrachtet und ein Foto wurde zur Dokumentation angefertigt.

Zur Differenzierung in Osteoblasten wurde als Medium das Stem MACS OsteoDiff Media
human (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) benutzt. Die Zellen wurden in dem Medium
aufgenommen und verdiinnt, bis eine finale Konzentration von 3x10* Zellen/ml erreicht
wurde. AnschlieBend wurden 1,5 ml der Suspension auf eine 24-Loch-Zellkulturplatte
transferiert. Die Zellen wurden bei 37°C/5% CO, gelagert. Alle drei Tage wurde das
Medium erneuert. Nach ca. 10 Tagen konnten die Osteoblasten mit ithrem kubischen
Erscheinungsbild identifiziert werden.

Vor der Farbung wurde zunichst das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 100% (v/v) Ethanol fiir 15 Minuten bei -20°C fixiert. Nach erneutem Waschen mit
PBS, wurden die Zellen mit 40 mM Alizarin-Rot (pH 4,1) (Alfa Aesar GmbH, Karlsruhe)

fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Osteoblasten bilden extrazelluldre
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Matrixproteine, in die sich Calciumphosphat einlagert. Mit Alizarin-Rot konnen diese
Einlagerungen sichtbar gemacht werden. Nach der Firbung wurden die Zellen mit
destilliertem Wasser gewaschen und feucht gehalten. Die gefirbten Zellen wurden unter

dem Mikroskop betrachtet und ein Foto wurde zur Dokumentation angefertigt.

2.3.3 Gewinnung von Fibroblasten aus Hautbiopsien

Die Hautbiopsien wurden zundchst mit einem sterilen Skalpell zerkleinert und mit HBSS
gewaschen. Danach wurden die Hautstiickchen in ein 15 ml Prober6hrchen mit 15 ml
HBSS transferiert. Dieses wurde fiinf Minuten bei 400 g zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt und 1,5 ml Kollagenase Typ I1I (GIBCO/Invitrogen, 10 mg/ml in
PBS) der Biopsie hinzugefiigt. Dies diente der enzymatischen Gewebezerkleinerung der
Probe. Nach Inkubation fiir 30 Minuten im Wasserbad (37°C), wurde die Probe mit HBSS
gewaschen. AnschlieBend wurde die Probe zentrifugiert und zum Schluss das Pellet in 7 ml
Medium aufgenommen. Die Inkubation erfolgte in einer 25 cm*-Zellkulturflasche bei
37°C/5% CO,. Bei Erreichen einer Konfluenz wurde die in 2.3.1 beschriebene Methode

angewandt und ebenfalls eine Kryokonservierung durchgefiihrt.

2.3.4 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden mit dem BD FACSCalibur Flow
Cytometer und der Software CellQuestTMPro (BD Biosciences) durchgefiihrt. Mittels der
Durchflusszytometrie ist es moglich bestimmte molekulare und physikalische
Eigenschaften von Zellen zu analysieren. Es wird eine Antigen-Antikdrper-Reaktion mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikdrpern durchgefiihrt. Dies ermdglicht, dass die
spezifischen Oberflichenmarker bestimmt werden konnen. Die Zellen passieren durch
hydrodynamische Fokussierung einzeln einen gebiindelten Laserstrahl, der eine bestimme
Wellenlénge (488 nm) besitzt. Hierbei werden die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes
angeregt und fallen wieder auf ein niedrigeres Energieniveau, indem sie Energie in Form
von Licht abgeben. Ein Detektor (Photomultiplier) erfasst die optischen Signale. Die
Anzahl der Photonen, die durch den Vorgang bestimmt wird, entspricht dabei der Anzahl
der Antikorper, die an eine Zelle gebunden haben. Auf diese Weise werden die Zellen
entdeckt, die spezifische Oberflichenmarker exprimieren. Dariiber hinaus kann mithilfe
der Lichtstreuung ermittelt werden, wie grof3 die Zellen sind und welche Granularitit sie
aufweisen. Dabei misst der Forward Scatter (Vorwérts-Streulicht) die Beugung des

Lichtes im flachen Winkel und hédngt somit von dem Volumen der Zelle ab. Der
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Sideward Scatter (Seitwirts-Streulicht) wird von der Granularitit der Zelle beeinflusst,
weil er die Brechung des Lichts im rechten Winkel misst.

Die optischen Signale der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe werden in verschiedenen
Detektoren gemessen. Da die meisten Fluoreszenzfarbstoffe jedoch  kein
monochromatisches Licht sondern ein ganzes Spektrum strahlen, erzeugen sie auch in
anderen Detektoren einen schwachen Impuls. Deshalb muss eine Kompensation
durchgefiihrt werden, sobald mehrere Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz kommen. Diese
rechnerische Korrektur erfolgt auf Grundlage von Einzelfarbungen und trigt dazu bei, dass
die Ergebnisse dadurch nicht beeintrachtigt werden.

Die Reinheit der aus dem Knochenmark isolierten MSC und der aus der Hautbiopsie
isolierten Fibroblasten wurde mittels der Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei sollten
diese Zellen die Oberflichenproteine CD73 und CD105 aufweisen. Negativ sollten sie fiir
die hdmatopoetisch-spezifischen Marker CD3, CD45 und CD20 sein. Mithilfe der
Isotypkontrolle wurde eine unspezifische Farbung der Zellen gemessen. Zunédchst wurden
die Zellen durch Trypsinierung geldst. Die geldsten Zellen wurden anschlieBend bei 400 g
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes, wurden die Zellen in 1,5 ml
PBS (Phosphate buffered Saline, Dulbecco’s PBS ohne Ca’* & Mg®", Lonza)
resuspendiert. Danach wurden die Zellen gezihlt. Pro Messung wurden 5x10° Zellen
eingesetzt. Es wurden eine Isotypkontrolle, eine Kontrolle fiir die hdmatopoetischen
Marker sowie eine Kontrolle fiir die MSC/Fibroblasten Marker in separaten Ansétzen
gemessen (siehe Tabelle 7). Die Antikdrper wurden zu den Zellen gegeben und
anschlieBend fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Danach wurden
die Zellen zweimal gewaschen und in jeweils 200 ul PBS gelost. AnschlieBend wurden die

Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Analyse genetischer Variationen bei Kindern mit 31
hoch hyperdiploider akuter lymphatischer Leukdmie



Material und Methoden

Ansatz Antikorper

Isotvpkontrolle IgG1-FITC / 1gG1-PE (Beckman Coulter)
yp IgG1-PerCP (Beckman Coulter)
CDA45-FITC (Beckman Coulter)
hédmatopoetisch-spezifisch CD3-PE (Beckman Coulter)
CD20-PerCP (BD Biosciences)

CD105-FITC (BD Biosciences)

MRl 25 CD73-PE (AbD Serotec, Puchheim)

Tab. 7: Fiir die durchflusszytometrische Untersuchung verwendete Antikorper. Dabei ist der
Antikdrper CD45 spezifisch fiir die Leukozyten, der Antikérper CD3 spezifisch flir die
T-Lymphozyten und CD20 spezifisch fiir die B-Lymphozyten.

2.3.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Mit dieser Methode kdnnen bestimmte Zielsequenzen in einer Zelle nachgewiesen werden.
Dies erfolgt mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden. Es konnen mehrere
Zielsequenzen mit unterschiedlich markierten Sonden gleichzeitig analysiert werden.
Zunichst wurde der Mitosehemmstoff Demecolcin (10 pg/ml, Colcemid™, GIBCO
Invitrogen) den mesenchymalen Stammzellen in der Zellkulturflasche hinzugefiigt und fiir
vier Stunden bei 37°C/10% CO, kultiviert. Danach wurden die Zellen fiinfmal mit HBSS
gewaschen, anschlieend wurden sie trypsiniert und fiir 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml HBSS resuspendiert. Danach
wurden 9 ml KCI (2,8 g/l) langsam hinzugegeben und die Zellen im Wasserbad bei 37°C
15 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde 0,5 ml Fixierungsmittel (1:3 (v/v)
Essigsdaure/Methanol; auf -20°C gekiihlt und frisch angesetzt) hinzugefiigt und die Zellen
mehrfach invertiert. Nachdem die Suspension fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert wurde, wurde diese erneut fiir 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml Fixierungsmittel aufgenommen, fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 5 Minuten bei 400 g zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde viermal wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen bei -20°C
gelagert.

Die Proben wurden an das Zentrum fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin Gieflen und
Marburg geschickt und von Frau Dr. Silja Rottgers bearbeitet. Zum Nachweis der
Hyperdiploide wurden bei den Patienten die Anzahl der Kopien bestimmter Chromosome

in den Zellen bestimmt. Da am hiufigsten das Chromosom 21 in der Hyperdiploidie
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vervielfaltigt ist, wurde bei den Patienten dieser Arbeit vor allem die Anzahl der Kopien
dieses Chromosoms mittels FISH analysiert. Des Weiteren wurden die Zellen auf die

Translokationen BCR-ABL, TEL-AML 1 und MLL Translokationen untersucht.

2.4 Isolierung und Bestimmung der Reinheit und Konzentration der
DNA

Die Isolierung der DNA erfolgte fiir die MSCs, die MNCs und die Fibroblasten mit dem
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Hierfiir
kamen jeweils maximal 5x10°Zellen zum Einsatz. Bei den MSCs und bei den
Fibroblasten wurde die vierte Passage zur Isolierung der DNA verwendet. Die isolierte
DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

AnschlieBend wurden die Reinheit und die Konzentration der DNA mittels des
NanoDrop-Spektralphotometers (NanoDrop ND 1000, peqlab biotechnology, Erlangen,
Deutschland) spektrophotometrisch bestimmt. Die maximale UV-Absorption von
Nukleinsduren liegt bei etwa 260 nm (A260). Dies ist auf den Gehalt an aromatischen
Nukleinsduren zuriickzufiihren. Fiir den Proteingehalt ist der A280-Wert malBgebend.
Aufgrund der aromatischen Aminoséuren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin liegt das
Absorptionsmaximum der Proteine bei etwa 280 nm. Das Verhéltnis der beiden Werte
A260/A280 gibt Information dariiber, wie rein die DNA Losung ist. Der optimale Wert
liegt zwischen 1,8 und 2,0.

2.5 DNA Scheren und Library Herstellung

Das sogenannte DNA Scheren wurde mit dem Covaris'™ $220 Focused-ultrasonicator (fiir
microTUBEs) ausgefiihrt. Hierbei wurde die DNA in Fragmente von 500 Basenpaaren
mittels Ultraschall zerkleinert. Die Proben mit einer DNA-Menge von 2 pg wurden
zunéchst mit EB (Elution Buffer, 10mM Tris-Cl, pH 8,5, Qiagen) zu einem Volumen von
130 pl aufgefiillt. Danach folgte das DNA Scheren gemif3 des Protokolls (Programm:
Target Base Pair 500). Die gescherte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
eingefroren.

Die anschlieBende Library Herstellung wurde anhand des Protokolls mit dem SPRIworks
Fragment Library Kit I (flir [llumina Genome Analyzer) und dem SPRIworks System I for
[Mllumina Genome Analyzer (Beckman Coulter) durchgefiihrt (Illumina, San Diego, USA).
Hierbei wurden mithilfe des Gerdtes DNA Bibliotheken hergestellt. Die fragmentierte
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DNA wurde zunéchst gereinigt, und anschlieBend wurde Adenin der DNA angehingt.
Darauf wurde sie erneut gereinigt und die Adapter fiir die Sequenzierung der DNA
hinzugefiigt. AnschlieBend wurde nochmals eine GroBenselektion durchgefiihrt. Der

Vorgang wird durch die folgende Abbildung 10 verdeutlicht.

geschnittene DNA

Reinigung

Zugabe Base A

Zugabe Adapter

GroRRenselektion

Matrize fur PCR

Abb. 10: Ablauf zur Herstellung der DNA Bibliotheken [126]. Die fragmentierte DNA wurde
zundchst gereinigt. Im nichsten Schritt wurde Adenin der DNA angehédngt. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe des Adapters fir die Sequenzierung. Nachdem eine GroBenselektion durchgefiihrt
wurde, entstand die fertige Matrize fiir die PCR.

2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mithilfe der PCR wird ein definierter DNA-Abschnitt amplifiziert. Die PCR diente der
Vervielfiltigung der DNA Bibliotheken fiir die spétere Sequenzierung.

Die DNA wird zunédchst durch Erhitzen in zwei Einzelstrdnge getrennt. Darauf binden die
komplementdren Primer sequenzspezifisch an die DNA. Fiir diese Reaktion ist das
Abkiihlen der Temperatur erforderlich. Die DNA Polymerase synthetisiert von den
Primern aus die komplementéren Stringe zur DNA. Somit wird der gewlinschte DNA
Abschnitt verdoppelt. Dieser Ablauf wird einige Male wiederholt, sodass es letztlich zu
einer vielfachen Amplifikation einer definierten DNASequenz kommt.

Im Rahmen der Arbeit wurde die Finnzymes' Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Die Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase ist eine Kombination aus der Pfu-Polymerase (Pyrococcus Enzym mit
Korrekturlese-Funktion) und einer prozessivititssteigernden Domédne. Diese Polymerase

arbeitet in der 5°-3" Polymerase Aktivitdt sowie in der 3°-5° Exonuklease Aktivitdt und ist
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der Tag-Polymerase, die klassischerweise fiir die PCR verwendet wird, hinsichtlich der
Fehlerfreiheit und der Genauigkeit tiberlegen.
Fiir alle PCR Reaktionen wurden jeweils 5 pl mit einer DNA Menge von 2 pg verwendet
und mit 45 pl Reaktionsmix gemischt. Dieser Reaktionsmix bestand aus:

- 18 pl Nuklease-freies ddH,O

- 1 pl Primer PE 1.0

- 1 pl Primer PE 2.0

- 25 pl Phusion Master Mix mit HF Buffer
Fiir die PCR Reaktionen wurde ein Thermocycler (GeneAmp PCR system 2700, Applied
Biosystems, Kalifornien, USA) eingesetzt. Die PCR Reaktionen wurden unter folgenden

Bedingungen durchgefiihrt (Tabelle 8):

PCR-Schritt Temperatur Zeit

Initialisierung 98°C 30 sec.

Denaturierung ~ 98°C 40 sec.

Hybridisierung  65°C 30 sec. 12 Zyklen
Elongation 72°C 45 sec.

Finale 72°C 5 min

Elongation

Ende 4°C 0

Tab. 8: Ablauf der PCR mit einzelnen Schritten. Zuerst erfolgte eine Initialisierung von
30 Sekunden bei einer Temperatur von 98°C. Dies diente der Sicherstellung, dass die DNA Strange
und die Primer getrennt voneinander vorliegen. Im Anschluss wurde die Denaturierung fiir 40
Sekunden bei derselben Temperatur durchgefiihrt. Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C fiir 30
Sekunden, die anschlieBende Elongation bei 72°C fiir 45 Sekunden. Die letzten drei Schritte
wurden fiir 12 Zyklen durchgefiihrt. Danach folgte die finale Elongation bei 72°C fiir 5 Minuten.
Bei einer Temperatur von 4°C endeten die PCR Reaktionen.

2.7 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Gelextraktion

Die Agarose-Gelelektrophorese erlaubt eine Auftrennung der in der PCR erzeugten
DNA-Fragmente sowie eine Untersuchung ihrer Grof3e.

Es wurde eine Konzentration von 2% Agarose (Biozym LE, Hessisch Oldendorf) in
1x TAE (Tris-Acetat-EDTA, BIO-RAD, Miinchen) verwendet. Ethidiumbromid (Sigma-
Aldrich) wurde in einer Konzentration von 0,5 pg/ml zu der 2%igen-Agarose-Losung

hinzugegeben. Ethidiumbromid-Molekiile interkalieren zwischen die Basen der DNA und
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konnen durch UV-Licht angeregt und die DNA dadurch sichtbar gemacht werden. Als
Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE und als Ladepuffer/Blaumarker wurde die 6X Orange
Loading Dye Solution (Fermentas, Waltham, USA) verwendet. Das Niedersinken der
Proben in die Taschen des Agarosegels wird durch den Ladepuffer gewihrleistet. Fiir das
Sichtbarwerden des Verlaufes der Gelelektrophorese, ist der Blaumarker verantwortlich.
Als GroBenstandard wurde die GeneRuler™ 100 bp ladder (Fermentas) benutzt.

Zur Auftrennung der DNA Fragmente wurde eine Spannung von 70 V iiber 90 Minuten
angelegt. Danach wurden die aufgetrennten DNA  Fragmente mit dem
UV-Transilluminators (Gel iX Imager, intas, Gottingen) visualisiert und dokumentiert. Die
Libraries wurden mit einer Grof3e von 450-500 Basenpaaren ausgeschnitten.

Die DNA Extraktion erfolgte anschlieBend mit dem QIAquickGel Extraction Kit (Qiagen)
nach Angaben des Herstellers. Die Quantitits- sowie die Qualititsbestimmung der DNA

erfolgte mit dem Agilent High Sensitivity DNA Kit.

2.8 Sequenzierung

Bevor der eigentliche Sequenziervorgang gestartet wurde, wurden zunichst die DNA
Bibliotheken auf eine Flusszelle (Flow Cell) geladen. Dies erfolgte mit Hilfe eines cBot
(IMlumina). Hierbei wurden zunidchst die zu sequenzierenden DNA-Stiicke durch
Hybridisierung mit auf der Flusszelle immobilisierten Oligonukleotiden eingefangen.
Danach wurde ein antiparalleler Strang des zu sequenzierenden DNA Molekiils
synthetisiert. Als Primer hierfiir diente das Oligonukleotid auf der Flusszelle. Diese erste
Kopie wurde danach als Matrize fiir die weiteren Amplifikationsschritte genutzt, das
Original wurde denaturiert. Die DNA Kopie wurde durch isothermale
Briicken-Amplifikation amplifiziert. Durch die Vervielfiltigung entstand auf diese Weise
eine Vielzahl von DNA-Ansammlungen mit identischen DNA-Fragmenten, sogenannte
Cluster. Die DNA-Briicken wurden anschlieBend denaturiert, der komplementére Strang
entfernt und das freie Ende des DNA-Stranges sowie das Ende des (an der Flusszelle
gebundenen) Oligonukleotids blockiert. AnschlieBend erfolgte die Bindung des
Sequenzier-Primers an die komplementire Sequenz der DNA.

Fir den Sequenziervorgang wurde eine DNA Polymerase und fluoreszenzmarkierte
Nukleotide benutzt. Pro Sequenzierungszyklus konnte nur eine Base eingebaut werden,
weil die Nukleotide als 3'-Terminatoren fungierten. Die eingebaute Base wurde fiir jeden

Zyklus und jeden Cluster mittels Fluoreszenz-Mikroskopie bestimmt und jeweils mit einer
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Kamera festgehalten. Darauf wurde der Farbstoff von den eingebauten Nukleotiden
abgetrennt, sodass die nichste Base eingebaut werden konnte. Auf diese Weise konnte die
Nukleotid-Abfolge der DNA bestimmt und gespeichert werden.

Die Sequenzierung wurde mit Illumina HiSeq 2000 durchgefiihrt. Die Rohdaten der
Sequenzierung wurden mithilfe des Burrows-Wheeler Alignment Tool gegen das humane

Referenzgenom hgl19 (GRCh 37) aligniert [30].

2.9 Datenanalyse

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mithilfe der Single Nucleotide Polymorphism
Database (SNuPy) verarbeitet. Dies ist eine, von Sebastian Ginzel entwickelte,
web-basierte Plattform, die es ermdglicht, die Ergebnisse der Sequenzierung abzufragen.
Hierbei konnen verschiedene Filter ausgewdhlt werden, um eine Eingrenzung der
Ergebnisse zu erzielen. Die Abbildung 11 beschreibt die Arbeitsschritte der SNuPy
Plattform.

Mithilfe von Genecards (www.genecards.org), OMIM (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) und

PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) wurden die gefundenen Gene weiter analysiert.

Analyse genetischer Variationen bei Kindern mit 5
hoch hyperdiploider akuter lymphatischer Leukdmie



Material und Methoden

»Calling” der SNPs (GATK)

Annotation der SNPs (Ensembl)

Praprozessierung der SNP

Speicherung der Daten und Meta-Informationen (MySQL)

Datenabfrage durch den Nutzer iiber das Internet

Abb. 11: Die SNuPy-Plattform. Abbildung modifiziert nach B.Sc. Sebastian Ginzel, Klinik fiir
Kinder- Onkologie, -Hidmatologie und klinische Immunologie, Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf. Durch die Software GATK, die vom Broad-Institut (Cambridge, MA, USA) entwickelt
wurde, werden Einzel-Nukleotid-Variationen identifiziert (ge-,,called). Es erfolgt eine Annotation
dieser Einzel-Nukleotid-Variationen, auch SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) genannt,
mithilfe der Ensembl Datenbank v70. Die Ensembl Datenbank ist ein Projekt von EMBL-EBI,
Hinxton, GroBbritannien und dem Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, Grof3britannien. In
einer MySQL Datenbank werden die gefundenen SNPs gespeichert. Der Nutzer kann die SNPs
iber das Internet abfragen und zusétzlich filtern. Hierbei konnen die Gene, die Transkripte und die
Proteine angezeigt werden, die Mutationen beinhalten. Zusidtzlich kann die genaue Art der
Mutation, zum Bespiel Verschiebung des Leserasters durch Insertion einer Base, bestimmt werden.
Durch die Benutzung weiterer Softwaretools (SIFT, PolyPhen) kann auch die Konsequenz der
Mutation fiir das Protein berechnet werden. Es besteht dariiber hinaus eine Verbindung zu
Datenbanken (HapMap (www.hapmap.org); 1000 Genomes (www.1000genomes.org)), die es
erlauben, eine Aussage iiber die Haufigkeit der Mutation zu machen.
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3 Ergebnisse

Es konnten von allen vier Patienten jeweils mononukledre Zellen (MNC), mesenchymale
Stammzellen (MSC) und Fibroblasten im Verlauf der Therapie gewonnen werden.

Die MNCs konnten aus dem Knochenmark zum Diagnosezeitpunkt der Leukédmie und in
der Remission isoliert werden. Die MSCs wurden ebenfalls aus dem Knochenmark
gewonnen und durchliefen vier Passagen der Zellkultur. Dieser Prozess gewéhrleistete die
Reinheit der MSCs durch ihren Selektionsvorteil, der durch die Adhdrenz an Plastik
gekennzeichnet ist. Des Weiteren sorgte das Durchlaufen mehrerer Passagen fiir das
Absterben von hdmatopoetischen Zellen, da diese nur kurz in der Kultur iiberleben konnen.
Die Fibroblasten wurden im Rahmen der Katheter-Implantation entnommen und
durchliefen ebenfalls vier Passagen der Zellkultur. Bei diesen Zellen ist das Durchlaufen
mehrerer Passagen fiir die Reinheit der Zellen von geringerer Bedeutung, da eine
Verunreinigung durch hé@matopoetische Zellen selten ist. Trotzdem wurde dies
durchgefiihrt, um eine gleiche Behandlung zu den MSCs zu gewéihrleisten.

Abbildung 12 zeigt die durchgefiihrten Arbeitsschritte, die auf die Isolierung und Kultur
der Zellen folgten.
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Zellkultur

FACS
Qualititskontrolle <
Differenzierung

DNA Isolation

DNA Scheren

Library Vorbereitung Herstellung Libraries
fiir Sequenzierung

Gelaufreinigung Chip

cBot

Sequenzierung

Abb. 12: Arbeitsschritte bis zur Sequenzierung [126]. Nach dem Durchlaufen der Zellkultur,
erfolgte  zundchst eine Qualitdtskontrolle der Zellen. Diese bestand aus einer
durchflusszytometrischen Untersuchung sowie aus der Differenzierung der Zellen. Darauf schloss
sich die Herstellung der Libraries fiir die Sequenzierung an: Nachdem die DNA aus den Zellen
isoliert wurde, erfolgte eine Zerkleinerung der DNA, gefolgt von der Library Vorbereitung. Durch
PCR wurden die Libraries vervielfiltigt, anschlieBend auf ein Agarosegel aufgetragen, bei 450-500
Basenpaaren ausgeschnitten, die DNA isoliert und eine GroBen-, Quantitits- sowie die
Qualititsbestimmung durchgefiihrt. Nach der Ladung der DNA Bibliotheken auf eine Flusszelle
(Flow Cell), erfolgte die Sequenzierung.

3.1 Qualitatskontrolle

3.1.1 Expression von charakteristischen MSC-Oberflichenmarkern auf
den isolierten Stromazellen

Die bekannten Eigenschaften der mesenchymalen Stammzellen basieren vor allem auf
Analysen von kultivierten Zellen. In-vitro ist eine Identifizierung der mesenchymalen
Stammzellen aufgrund ihres Selbsterneuerungs- und ihres Differenzierungspotentials

moglich [53], [79]. Da bis heute kein spezifischer Marker fiir die mesenchymalen

Analyse genetischer Variationen bei Kindern mit 40
hoch hyperdiploider akuter lymphatischer Leukdmie



Ergebnisse

Stammzellen bekannt ist, der es ermdglicht, die Zellen direkt zu identifizieren und zu
isolieren, musste dies auf andere Weise geschehen. Mesenchymale Stammzellen zeichnen
sich durch die FEigenschaft aus, an Plastik zu adhirieren. Dies ermoglicht eine
Unterscheidung zu anderen Zellen. Durch diese FEigenschaft und die gewéhlten
Kulturbedingungen konnten die mesenchymalen Stammzellen nach Durchlaufen von
mindestens vier Passagen in der Zellkultur identifiziert und isoliert werden. Zur
Charakteristik der mesenchymalen Stammzellen gehdrt ihre spezielle phénotypische
Morphologie, die in 1.2.1 beschrieben wurde [53]. Diese wurde regelmédfig wihrend der
Kultivierung tiber einen Zeitraum von ca. 12 Wochen analysiert. Hierzu wurden die Zellen
unter dem Mikroskop beurteilt.

Des Weiteren wurde anschlieBend mithilfe der Durchflusszytometrie eine
Qualititskontrolle durchgefiihrt. Hierbei wurde die Reinheit der mesenchymalen
Stammzellen und der Fibroblasten, die zuvor isoliert wurden, analysiert. Die
Durchflusszytometrie erlaubte die Identifizierung der Zellen anhand spezifischer
Oberflichenmarker.

Zur Kontrolle der unspezifischen Farbung der Zellen wurden Isotypantikorper verwendet.
Diese Isotypkontrollen helfen dabei, die spezifische Bindung der Fluorochrom-markierten
Antikorper von der unspezifischen Bindung zu unterscheiden. Abbildung 13 zeigt ein
reprasentatives Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse von mesenchymalen
Stammzellen eines Patienten nach vier Passagen in der Zellkultur. Hierbei wurden die
Quadranten der Isotypkontrollen (IgG;-PE/IgG;-FITC und IgG;-PERCP/IgG,-FITC) so
gewdhlt, dass 99,12% der Zellen im unteren linken Quadranten lagen (Abbildung 13A,B).
Dies entspricht einem negativen Ergebnis. Abbildung 13C zeigt, dass 0% der Zellen das
CD3-Antigen exprimierte. Dieses Antigen weisen vor allem T-Lymphozyten auf. Auch das
CD20-Antigen wurde von 0% der Zellen exprimiert (Abbildung 13D). Das CD20-Antigen
ist spezifisch fiir B-Lymphozyten. Somit lag keine Verunreinigung der MSC durch T- oder
B-Lymphozyten vor. Letztere sind von besonderer Bedeutung, da die Patienten an einer
B-ALL erkrankt sind. Sowohl Abbildung 13C als auch Abbildung 13D zeigen, dass der
Anteil an Leukozyten bei ca. 0,16% lag, da Leukozyten charakteristischerweise das
Antigen CD45 aufweisen. Die isolierten mesenchymalen Stammzellen und die
Fibroblasten sollten die Antigene CD73 [80] und CD105 [81] aufweisen. Abbildung 13E
verdeutlicht, dass 97,6% der Zellen die Oberflichenproteine CD73 und CDI105
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exprimierten. Tote Zellen wurden anhand ihrer kleinen GroBe (FSC) und der geringen
Seitwirtsstreuung des Lichts (SSC) von der Analyse ausgeschlossen (Abbildung 13F).

Bei allen MSC und Fibroblasten Kulturen ab Passage 4 ergaben sich eine Reinheit von
>99% laut der durchflusszytometrischen Messung. Somit konnten aus allen Patienten
sowohl mesenchymale Stammzellen als auch Fibroblasten zum Diagnosezeitpunkt isoliert
werden. Dabei ist der Anteil der hdmatopoetischen Zellen vor der vierten Passage der
MSCs grofer. Diese kdnnen aber, wie zu Beginn des Kapitels 3 beschrieben, nur kurz in
der Zellkultur iiberleben. Fibroblasten wurden wie die MSCs behandelt, obwohl sie
weniger Verunreinigungsprobleme aufweisen, damit ein spdterer Vergleich zwischen

Fibroblasten und MSCs mdglich ist.
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Abb. 13: Durchflusszytometrische Analyse von MSC (Passage 4) von Patient 1 [126]. (A) zeigt
die Isotypkontrollen IgG1-PE und IgG1-FITC. (B) zeigt die Isotypkontrollen IgG1-PERCP und
IgG1-FITC. Die Quadranten der Isotypkontrollen wurden so gewéhlt, dass 99,12% der Zellen im
unteren linken Quadranten lagen und somit negativ waren. (C) zeigt, dass der hdmatopoetische
Marker CD3 bei 0% der Zellen exprimiert wurde. CD3 ist spezifisch fiir T-Lymphozyten. (D)
zeigt, dass auch der hdmatopoetische Marker CD20 bei 0% der Zellen exprimiert wurde. CD20 ist
spezifisch fiir B-Lymphozyten. Der Anteil der Leukozyten liegt bei ca. 0,16% (C und D). (E) zeigt,
dass die Oberflichenmarker CD73 und CD105 bei 97,6% der Zellen exprimiert wurden. (F) zeigt,
dass tote Zellen durch Gating im Forward- Sideward Scatter von der Analyse ausgeschlossen
wurden. Tote Zellen sind durch eine geringe Gréfle (FCS) und eine geringe Seitwértsstreuung des
Lichts (SSC) gekennzeichnet.
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3.1.2 Multipotentes Differenzierungspotential der isolierten
Stromazellen

Die Multipotenz der mesenchymalen Stammzellen konnte mit der Differenzierung in
Osteoblasten und Adipozyten gezeigt werden (Abbildung 14).

Die Differenzierung der Zellen in Osteoblasten wurde zundchst ohne Féarbung betrachtet.
AnschlieBend wurden die Osteoblasten mit Alizarin-Rot geférbt. Osteoblasten bilden
extrazellulire Matrixproteine, in die sich Calciumphosphat einlagert. Mit Alizarin-Rot
konnen diese Einlagerungen sichtbar gemacht werden. Die Osteoblasten zeigten sich in
einer kubischen Form. Es sind basophile Zellen, die fiir die Knochenbildung
verantwortlich sind. Thr Kern ist grol und hell. Untereinander stehen Osteoblasten liber
mehrere Nexus in Verbindung.

Die Differenzierung in Adipozyten begann mit der Bildung von Vakuolen. Diese Vakuolen
zeigten sich mit Lipiden gefiillt, die von den Adipozyten produziert werden. Mittels
Oil-Red-O wurden die Vakuolen gefarbt. Abbildung 14 zeigt, dass die Adipozyten in
Gruppen dicht beieinander liegen. Diese Gruppen werden durch Fasern aus Bindegewebe
zusammengehalten. Durch den groBen Fetteinschluss werden der Zellkern und das

Zytoplasma an den Zellrand geschoben.
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A

Abb. 14: Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen in Osteoblasten und Adipozyten,
exemplarisch an den Zellen eines Patienten [126]. (A) Mesenchymale Stammzellen nach
Differenzierung in Osteoblasten ohne Farbung (links) und mit Alizarin-Rot (rechts) in 100facher
VergroBerung. Osteoblasten sind basophile Zellen, die fiir die Knochenbildung verantwortlich sind.
Osteoblasten bilden extrazelluldre Matrixproteine, in die sich Calciumphosphat einlagert. Mit
Alizarin-Rot konnen diese Einlagerungen sichtbar gemacht werden. (B) Mesenchymale
Stammzellen nach Differenzierung in Adipozyten mit Oil-Red-O Férbung in 400facher
VergroBerung. Mittels Oil-Red-O wurden die Vakuolen gefarbt, die mit Lipiden gefiillt sind Die
Adipozyten liegen in Gruppen dicht beieinander. Die Zellen besitzen einen groBen Fetteinschluss.

Nur diejenigen Zellen, die die typische Morphologie der MSCs und Fibroblasten in der
lichtmikroskopischen Kontrolle besalen, wurden durchflusszytometrisch untersucht.
Davon wurden nur diejenigen Zellen, die die entsprechenden Oberflichenmarker in der
Durchflusszytometrie exprimierten, nach den unter 2.3.2 beschriebenen Methoden
differenziert. Die Zellen, die sich schlieBlich in Adipozyten und Osteoblasten
differenzierten, wurden zum Schluss als MSC Kklassifiziert. So konnten von allen vier

Patienten erfolgreich MSC zum Diagnosezeitpunkt isoliert werden.
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3.2 Vorbereitung der Libraries fiir die Sequenzierung

Die Vorbereitung der Libraries flir die Sequenzierung beinhaltete mehrere Schritte, sieche

auch Abbildung 12.

3.2.1 Bestimmung der DNA Reinheit und DNA Konzentration

Die Isolierung der DNA wurde erfolgreich mit dem DNeasy Blood& Tissue Kit (Qiagen)
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Reinheit und die Konzentration der DNA mittels
des NanoDrop-Spektralphotometers (NanoDrop ND 1000, peqlab biotechnology,
Erlangen, Deutschland) photometrisch bestimmt.

Hierbei wurde eine ausreichende Menge und Qualitdt der DNA erreicht. Tabelle 9 zeigt die

DNA Konzentration in ng/ul. Die Reinheit wird anhand des A 260/280 Wertes angegeben.
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Pat.  Zellen Zeitpunkt Gesamt DNA-Konzentration A 260/280

DNA in png in ng/ul (Reinheit)
MSC Diagnose 24,50 61,26 2,05
MNC Diagnose 2,22 11,09 1,94
1
MNC Remission 0,93 4,63 1,45
Fibro- .
blasten Diagnose 7,60 38,00 2,18
MSC Diagnose 8,35 41,74 1,97
MNC Diagnose 6,04 30,21 1,68
2
MNC Remission 2,74 13,71 1,95
Fibro- .
blasten Diagnose 12,89 64,44 1,99
MSC Diagnose 2,84 14,20 2,07
MNC Diagnose 8,31 41,56 1,79
3
MNC Remission 3,93 19,68 1,64
Fibro- .
blasten Diagnose 17,49 87,45 1,90
MSC Diagnose 18,11 90,57 2,01
MNC Diagnose 13,76 68,82 1,79
4
MNC Remission 8,83 44,13 1,88
Fibro- .
blasten Diagnose 40,23 201,13 2,04

Tab. 9: Konzentration und Reinheit der isolierten DNA. Die Gesamtmenge der DNA, die
DNA-Konzentration sowie die Reinheit der isolierten DNA sind jeweils fiir die verschiedenen
Proben pro Patient angegeben.

3.2.2 DNA Scheren und Library Vorbereitung

Die isolierte DNA wurde mit dem Covaris'™ $220 Focused-ultrasonicator —durch
Ultraschall in Fragmente von ca. 500 Basenpaaren zerkleinert. Anschlieend wurde die
Library-Herstellung durch den SPRIworks System I for Illumina Genome Analyzer
(Beckman Coulter) durchgefiihrt.
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3.2.3 PCR und DNA Quantifizierung

Die DNA Libraries wurden mittels PCR amplifiziert und auf ein Agarose-Gel aufgetragen.
Die Agarose-Gelelektrophorese erlaubt, DNA Fragmente nach ihrer GroB3e aufzutrennen.
Mithilfe eines 100 Basenpaar-Markers kann die Grofe der DNA-Fragmente bestimmt
werden.

Nachdem eine Spannung von 70V iiber 90 Minuten angelegt wurde, konnte man die
Auftrennung der DNA unter UV-Licht sichtbar machen und dies fotografisch festhalten
(Abbildung 15). Die Auftrennung der DNA der verschiedenen Zellproben eines Patienten
ist in Abbildung 15A exemplarisch dargestellt. Es wurden Gelstiicke mit der DNA
gewiinschter Grofle (ca. 450-500 Basenpaaren) ausgeschnitten und somit die Libraries
extrahiert. Im Anschluss wurde nochmal ein Foto angefertigt, das den herausgeschnittenen

Bereich zeigt (Abbildung 15B).
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A

MSC MNC Fibroblasten MNC
Remission Diagnose

MSC MNC Fibroblasten MNC
Remission Diagnose

Abb. 15: Auftrennung der DNA mittels Gelelektrophorese [126]. Die Auftrennung der
Zellproben eines Patienten ist repriasentativ dargestellt. Diese zeigt die DNA der verschiedenen
Zellen (MSC Diagnose, MNC Diagnose, MNC Remission und Fibroblasten). Ein 100
Basenpaar-Marker erlaubt die Bestimmung der GroBe der DNA-Fragmente. (A) zeigt die
Auftrennung der DNA auf dem Agarosegel vor dem Herausschneiden mithilfe eines Stanzers. (B)
zeigt das Agarosegel nach dem Herausschneiden der Libraries bei ca. 450-500 Basenpaaren.

Die DNA konnte anschlieend erfolgreich mit dem QIAquickGel Extraction Kit extrahiert

werden. Die GroBen-, Quantitéts- sowie die Qualititsbestimmung der DNA erfolgte mit
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dem Agilent DNA 1000 High Sensitivity Kit und dem Agilent 2100 Bioanalyzer. Das
Prinzip entspricht der klassischen Gelelektrophorese. Gemessen wird die Migrationszeit
gegen die Fluoreszenzeinheit. Anhand der Zeit, die das fluoreszenzmarkierte DNA
Molekiil fiir die zuriickgelegte Strecke gebraucht hat, kann auf die Fragmentgrofle der
DNA zuriick geschlossen werden. Fragmente unterschiedlicher Gré3e besitzen eine andere
Migrationszeit. Kleine Fragmente wandern schneller. Anhand von Markern, die Fragmente
bekannter Grof3e abbilden, kann die genaue Fragmentgrofle der DNA bestimmt werden. Es
werden zusitzlich zwei Marker genutzt, die den messbaren Bereich markieren. Anhand
dieser Marker kann auBerdem auf die Konzentration der DNA geschlossen werden.
Abbildung 16 zeigt reprisentativ das Ergebnis mit den vier Proben eines Patienten. Hierbei
stellt sich die fragmentierte DNA sowohl im Elektropherogramm (Abbildung 16A) als
auch in der densitometrischen Darstellung (Abbildung 16B) bei ca. 80 Sekunden dar. Dies
entspricht 450-500 Basenpaaren.
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Abb. 16: Groflen- und Quantititsbestimmung der DNA-Fragmente mit Agilent 2100
Bioanalyzer [126]. (A) zeigt ein  Elektropherogramm  (x=Migrationszeit  gegen
y=Fluoreszenzeinheit) mit Darstellung der fragmentierten DNA bei ca. 80 Sekunden
(entspricht 450-500 Basenpaare). Des Weiteren zeigt (A) die beiden standardisierten Markern, die
den messbaren Bereich kennzeichnen. (B) zeigt die densitometrische Darstellung der DNA bei ca.
80 Sekunden (entspricht 450-500 Basenpaare). Die verschiedenen Marker bilden Fragmente
bekannter GroBe ab. Die Marker (in griin beziehungsweise violett) kennzeichnen den messbaren

Bereich.

Analyse genetischer Variationen bei Kindern mit 51
hoch hyperdiploider akuter lymphatischer Leukdmie



Ergebnisse

3.3 Sequenzierung und Sequenzierungsdaten

Die amplifizierten DNA Bibliotheken wurden mithilfe eines cBots (Illumina) auf eine
Flusszelle (Flow Cell) geladen. Danach wurde die Sequenzierung mit dem Illumina HiSeq
2000 durchgefiihrt.

Mithilfe der Single Nucleotide Polymorphism Database (SNuPy) wurden die Ergebnisse

der Sequenzierung bearbeitet. Tabelle 10 zeigt die Sequenzierungsstatistik.

Patient Probe Zeitpunkt Gesamtanzahl Homozygote Heterozygote

der Variationen  Variationen
Variationen

1 MSC Diagnose 29659 12605 17054

1 MNC Diagnose 29257 12438 16819

1 Fibroblasten =~ Diagnose 29444 12464 16980

1 MNC Remission 29439 12202 17237

2 MSC Diagnose 15722 8189 7533

2 MNC Diagnose 29553 12442 17111

2 Fibroblasten =~ Diagnose 29282 12079 17203

2 MNC Remission 28954 12210 16744

3 MSC Diagnose 23844 10900 12944

3 MNC Diagnose 26928 11933 14995

3 Fibroblasten =~ Diagnose 25410 10994 14416

3 MNC Remission 27549 11538 16011

4 MSC Diagnose 28621 12119 16502

4 MNC Diagnose 27040 11745 15295

4 Fibroblasten =~ Diagnose 25592 11313 14279

4 MNC Remission 27507 11736 15771

Tab. 10: Anzahl der gesamten, der homozygoten und der heterozygoten genetischen
Variationen, die mit Hilfe der Sequenzierung ermittelt wurden. Die Variationen sind dabei
nach Patient und der jeweiligen Probe (MSC am Diagnosetag, MNC am Diagnosetag, Fibroblasten
am Diagnosetag sowie MNC in Remission) aufgeteilt.

Hierbei wurden, wie im Folgenden beschrieben, verschiedene Abfragen vorgenommen,
und bestimmte Filter zur Eingrenzung der Ergebnisse ausgewdhlt. Zur Beurteilung der
genetischen  Variationen zum Zeitpunkt der Leukdmiediagnose, wurde die
Nukleotidsequenz der MNC bei Diagnose mit den Nukleotidsequenzen der Fibroblasten
und der MNC in Remission verglichen. Ebenso wurden genetische Variationen in den
mesenchymalen Stammzellen bei Diagnose bestimmt. Zur Beurteilung moglicher
Keimbahn-Mutationen, wurde nach genetischen Variationen gefiltert, die in allen Proben
eines Patienten vorkamen. Bei diesen Abfragen wurden weitere Filter ausgewdhlt. Die

gefundenen genetischen Variationen wurden anhand der Haufigkeit ihres Vorkommens in
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der Bevolkerung, ihrer Sequenzierungsqualitit sowie ihrer Konsequenz beurteilt. Somit
wurden diejenigen Variationen aussortiert, die hdufig vorkommen, die geringe
Auswirkungen haben und deren Nukleotidsequenzen unzureichend wéhrend des
Sequenziervorgangs abgelesen wurden. Hierbei wurde eine Lesetiefe (Read depth) von 5
gewihlt. Dies bedeutet, dass die untersuchte Position im Genom mindestens von finf
sequenzierten DNA-Fragmenten abgedeckt wurde. Des Weiteren wurde eine variation call
quality von mindestens 30 gewihlt. Dies bezeichnet die Sequenzierqualitit und bedeutet,
dass die Wahrscheinlichkeit einer falsch abgelesenen Base bei <1 zu 1000 liegt. Aulerdem
wurden nur diejenigen Mutationen ausgewdhlt, die in den codierenden Regionen waren
und zu einem Aminosdureaustausch fiihrten oder auf andere Weise eine Konsequenz auf
das Protein hatten. Des Weiteren wurden nur diejenigen Gene ausgewéhlt, die in der Liste
des Cancer Gene Census vorkommen [82]. Dies ist ein Katalog von Genen, die kausal mit
einer Krebserkrankung assoziiert sind. Dariiber hinaus wurden die Softwaretools Sift
(Sorting Intolerant from Tolerant) [83] und PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) [84]
genutzt. Beide Programme geben eine Prognose dariiber ab, inwiefern
Aminosdureaustausche die Proteinfunktion beeinflussen. Dies geschieht anhand der
Protein-Struktur sowie evolutiven Erkenntnissen. Diese Programme sind allerdings noch in
der Entwicklung, da viele Strukturen von Proteinen noch nicht bekannt sind. Daher fiihrten
ihre Ergebnisse nicht zu einem Ausschluss der Gene.

Daraus ergaben sich fiir jeden Patienten drei Datensdtze (,,Leukdmie®, ,,Stroma“,
»Keimbahn®), die hinsichtlich ihrer genetischen Verdnderungen verglichen werden
konnten. Des Weiteren konnten die Patienten untereinander verglichen werden. Das
Ergebnis wird von Tabelle 11 zusammengefasst und zeigt die identifizierten genetischen
Verdanderungen verschiedener Gene. Diese Variationen sind eine selektierte Auswahl
interessanter Kandidaten, die aufgrund der GMAF (general minor allele frequency) <1%
sowie anhand von Publikationen getroffen wurde. Die GMAF beschreibt die Haufigkeit,
mit der ein Allel, das am seltensten vorkommt, in der Population auftritt. Die kompletten

Listen der verdanderten Gene befinden sich im Anhang.
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Patient
Probe| L S

—
N
w
S

CREB3L1
CREB3L2
NACA

EZH2 .
SOX2 - Epigenetischer
CREBBP - Signalweg

SMO
— L

1 -

MLL3
SUFU
TET2

MAML2
JAK3
RET
IL21R

Differenzierung

BLM

DNA Reparatur
MENI

FLT3

NF1 RAS Signalweg

lﬂlJI I

BCR
IL6ST Sonstige

ALK

Legende: - Basenaustausch L Leukdmie
Insertion S Stroma
- Deletion K Keimbahn

Tab. 11: Genetische Verinderungen in der untersuchten Patientenkohorte von vier Patienten
mit hoch hyperdiploider ALL. Die genetisch verdnderten Gene sind dabei jeweils in Gruppen
eingeordnet, die ihrer Funktion entsprechen. Pro Patient ist eingeteilt, wo das verdnderte Gen
gefunden wurde. Dabei wird zwischen der Leukdmie (Unterschiede zwischen der
Nukleotid-Sequenz der MNC bei Diagnose und der Nukleotid-Sequenzen der Fibroblasten und der
MNC in Remission), dem Stroma (Nukleotid-Sequenz in den MSC bei Diagnose) und der
Keimbahn (Ubereinstimmungen in der Nukleotid-Abfolge der MSC bei Diagnose, der MNC bei
Diagnose, der MNC in Remission sowie der Fibroblasten) eines Patienten unterschieden. Die
farbliche Unterscheidung macht deutlich, um welche Mutation es sich handelt.
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3.3.1 Mutationen in der Keimbahn

Bei den Mutationen in der Keimbahn wurde nach genetischen Variationen gesucht, die in
allen Proben eines Patienten vorkamen. Insgesamt wurden hierbei 82 Mutationen
gefunden. Davon entfielen 28 Keimbahnmutationen auf Patient 1, 12 Keimbahnmutationen
auf Patient 2, 19 Keimbahnmutationen auf Patient 3 und 23 Keimbahnmutationen auf
Patient 4. Wie aus Tabelle 11 und den oben aufgefiihrten Angaben ersichtlich wird, zeigten
sich die meisten Mutationen in der Keimbahn bei Patient 1.

Hierbei kam es zu Insertionen im CREB3L1 (CAMP Responsive Element Binding Protein 3
like 1) Gen (p.Asp509GlyfsX156). Dieses Gen war auch bei Patient 3
(p-Asp509GlyfsX156) und bei Patient 4 (p.AspS09GlyfsX156) in der Keimbahn mutiert.
Eine weitere Insertion mit identischem Aminosdureaustausch fand bei Patient 1 und 4 im
MLL3 (Mixed Lineage Leukemia Protein 3) Gen an zwei Stellen (p.Tyr12X, p.Tyr816X)
statt.

Eine Deletion mit identischem Aminosdureaustausch fand sich im CREB3L2 (CAMP
Responsive Element Binding Protein 3 like 2) Gen an drei Stellen (p.Pro34del, p.Thr37del,
p-Thr100del) in der Keimbahn von Patient 1 und Patient 4.

Basenaustausch-Mutationen fanden sich bei Patient 1 in den Genen SMO (Smoothened
Frizzled Class Receptor) (p.Pro647Ser), JAK3 (Janus Kinase 3) (p.Met598lle), MENI
(Multiple Endocrine Neoplasia 1) (p.Argl76Gln, p.Argl71Gln) sowie NFI
(Neurofibromin 1) (p.His55Arg, p.His389Arg, p.His423Arg). Bei Patient2 fand ein
Basenaustausch in den Genen TET2 (Tet Methylcytosine Dioxygenase 2) (p.Metl7011le,
p-Metl1722lle) und ALK (Anaplastic Lymphoma Receptor Tyrosine Kinase) (p.Thr680lIle)
statt, bei Patient3 in den Genen SOX2 (SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2)
(p-Met276lle), RET (Ret Proto-Oncogene) (p.Val412Met) und IL2IR (Interleukin 21
Receptor) (p.Pro5S15His). In den Genen CREBBP (CREB Binding Protein) (p.Val238Leu),
TET2 (p.Leul721Trp, p.Leul742Trp) und SUFU (Suppressor Of Fused Homolog)
(p.-Ala340Ser) von Patient 4 wurden ebenfalls Basen ausgetauscht.

Vergleicht man die genetischen Verdnderungen in der Keimbahn aller vier Patienten, so
waren die Gene MLL3, CREB3L2 und TET2? bei zwei Patienten genetisch verdndert. Bei
MLL3 und CREB3L2 handelte es sich um eine identische Mutation, bei TET2 handelte es
sich allerdings um verschiedene Mutationen (Patient 1: p.Metl7011le, p.Metl1722lle;
Patient 4: p.Leul721Trp, p.Leul742Trp). CREB3L1I wies in drei Patienten die identische
Mutation auf. Die anderen oben erwidhnten Gene CREBBP, SMO, SUFU, JAK3, RET,
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IL2IR, MENI, NFI und ALK wiesen jeweils nur bei einem Patienten Mutationen in der

Keimbahn auf. Siehe auch Tabellen im Anhang.

3.3.2 Mutationen in der Leukéimie

Bei den Mutationen in der Leukdmie wurde die Nukleotidsequenz der MNC bei Diagnose
mit den Nukleotidsequenzen der Fibroblasten und der MNC in Remission verglichen.
Hierbei wurden insgesamt 19 Mutationen gefunden, wovon Patient 1 zwei Mutationen,
Patient 2 sechs Mutationen, Patient 3 fiinf Mutationen und Patient 4 sechs Mutationen
aufwies.

Die genetischen Verdnderungen in der Leukdmie zeigten sich als eine Insertion in dem
Gen CREB3LI (p.Asp509GlyfsX156) bei Patient 2.

Deletionen fanden sich in den Genen MAML?2 (Mastermind-Like 2) bei Patient 2
(p-GIn607del), Patient 3 (p.Gln605 GIn607del) und Patient 4 (p.GIn605 GIn607del).
Dariiber hinaus wies das BLM (Bloom Syndrome) Gen (p.Ser312del) eine Deletion bei
Patient 2 auf.

Ein Basenaustausch fand bei Patient 3 im Gen EZH2 (Enhancer Of Zeste 2 Polycomb
Repressive Complex 2 Subunit) an fiinf Stellen (p.Ser681Leu, p.Ser639Leu, p.Ser695Leu,
p.Ser690Leu, p.Ser651Leu) statt. Des Weiteren wurde eine Base im BCR (Breakpoint
Cluster Region) Gen (p.Alal52Val) ausgetauscht. Bei Patient 4 fand ein Basenaustausch in
den Genen IL6ST (Interleukin 6 Signal Transducer) (p.Leu8Val) und FLT3 (Fms-Related
Tyrosine Kinase 3) (p.Asn676Lys) statt.

Vergleicht man die genetischen Verdnderungen in der Leukémie aller vier Patienten, so
trat eine identische Mutation des MAML2 Gens bei den Patienten 3 und 4 auf. Patient 2
wies, neben der Deletion von Glutamin an Stelle 607, auch eine Deletion an Stelle 605 auf.
Die anderen oben erwihnten Gene wiesen jeweils nur bei einem Patienten Mutationen in

der Leukdmie auf. Siehe auch Tabellen im Anhang.

3.3.3 Mutationen im Stroma

Bei den Mutationen im Stroma wurde nach genetischen Variationen in den
mesenchymalen Stammzellen gesucht. Es wurden insgesamt 19 Mutationen gefunden.
Patient 1 wies dabei drei Mutationen, Patient 3 sechs Mutationen und Patient 4 zehn
Mutationen im Stroma auf. Bei Patient 2 wurden keine Mutationen gefunden.

Ein Basenaustausch lag bei Patient 3 im FLT3 Gen (p.Asp324Asn), sowie bei Patient 4 im
NACA (Nascent Polypeptide-Associated Complex Alpha Subunit) Gen (p.Pro1259Ser) vor.
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Eine Deletion lag bei Patient 4 im MAML?2 Gen (p.GIn605_GIn607del) vor.
Die oben erwédhnten Gene wiesen jeweils nur bei einem Patienten Mutationen im Stroma

auf. Siehe auch Tabellen im Anhang.

3.3.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den Vorlauferzellen
Hinsichtlich der Annahme, dass die Leukdmiezellen und die mesenchymalen Stammzellen
einen gemeinsamen Vorldufer besitzen, wurden Gemeinsamkeiten und Unterschiede
zwischen den beiden Zellen analysiert.

Das Gen MAML?2 wies in zwei Patienten (Patient 2 und 3) Deletionen in der Leukémie auf.
Bei Patient 4 zeigte es identische genetische Verdnderungen in der Leukdmie und im
Stroma. Die Gene BLM (Patient2), EZH? (Patient3), BCR (Patient3) und IL6ST
(Patient 4) zeigten sich nur in der Leukdmie bei jeweils einem Patienten genetisch
verdandert. NACA wies hingegen nur im Stroma bei einem Patienten (Patient4)
Verdnderungen auf. FLT3 war im Stroma von Patient 3 und in der Leukdmie von Patient 4

genetisch verdndert. Es handelte sich allerdings um unterschiedliche Mutationen.

3.3.5 Konservierung der Nukleotidsequenz bei ausgew:iihlten Genen

Es wurde in einigen ausgewdhlten Genen, bei denen die gefundenen Mutationen nicht in
bekannten funktionellen Domédnen auftraten, eine Untersuchung der Konservierung der
Nukleotidsequenz durchgefiihrt. Tabelle 12 zeigt die konservierten Nukleotidsequenzen

der verschiedenen Mutationen bei sieben Primaten.
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Gen Primat Nukleotidsequenz

ALK Mensch ACCCTTACCTGTAGGGTCAAA
ALK Schimpanse ACCCTTACCTGTAGGGTCAAA
ALK Gorilla ACCCTTACCTGTAGGGTCAAA
ALK Orang-Utan GCCCTTACCTGTAGGGTCGAA
ALK Vervet-Affe GCCCTTACCTGTAGGGTCGAA
ALK Anubispavian GCCCTTACCTGTAGGGTCAAA
ALK Seidenaffe GCCCTTACCTGTAGGGTCAAA
FLT3 Mensch TATCCGGTGTCGTTTCTTGCC
FLT3 Schimpanse TATCCGGTGTCGTTTCTTGCC
FLT3 Gorilla TATCCGGTGTCGTTTCTTGCC
FLT3 Orang-Utan TATCCGGTGTCGTTTCTTGCC
FLT3 Vervet-Affe TATCCGGTGTCGTTTCTTGCC
FLT3 Anubispavian TATCCCGTGTCGTTTCTTGCC
FLT3 Seidenaffe TATCCAGTGTCGTTTCTTCCC
CREBBP Mensch TCAGCCAGCACGCTGCTCGAG
CREBBP Schimpanse TCAGCCAGCACGCTGCTCGAG
CREBBP Gorilla TCAGCCAGCACGCTGCTCGTG
CREBBP Orang-Utan TCAGCCAGCACGATGCTTGTG
CREBBP Vervet-Affe TCAGCCAGCACGCTGCTCGTG
CREBBP Anubispavian TCAGCCAGCACGCTGCTCGTG
CREBBP Seidenaffe TCAGCCAGCACGCTGCTCGTG
CREB3L2 Mensch AAGCTGTCACTGGTGGTAATGTG
CREB3L2 Schimpanse AAGCTGTCACTGGTGGTAATGTG
CREB3L2 Gorilla AAGCTGTCACTGGTGGTAATGTG
CREB3L2 Orang-Utan AAGCTGTCACTGGTGGTAATGTG
CREB3L2 Vervet-Affe AAGCTGTCACTGGTGGTAACGTG
CREB3L2 Anubispavian AAGCTGTCACTGGTGGTAACGTG
CREB3L2 Seidenaffe AAGCTGTCACTGGTGGTAACGTG

Tab. 12: Nukleotidsequenzen ausgewihlter Gene bei 7 Primaten. Die rot markierten Basen
wurden jeweils durch andere Basen ausgetauscht oder diese wurden deletiert. Bei allen Genen ist
zu erkennen, dass sich die gefundenen Mutationen in konservierten Nukleotidsequenzen befanden.
Im ALK Gen wurde die Base G durch die Base A in der Keimbahn ausgetauscht. Dies resultierte in
dem Aminosdureaustausch Thr680lle. Im FLT3 Gen wurde die Base C durch die Base T im Stroma
ausgetauscht. Dies resultierte in dem Aminoséureaustausch Asp324Asn. Im CREBBP Gen wurde
die Base C durch die Base G in der Keimbahn ausgetauscht. Dies resultierte in dem
Aminosdureaustausch Val238Leu. Im CREB3L2 Gen wurden die Basen TGG in der Keimbahn
deletiert. Es resultierte die Deletion folgender Aminosduren: Pro34, Thr37, Thr100.
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4 Diskussion

Es wurden Mutationen in Genen gefunden, deren Vorkommen im Cancer Gene Census
eine Rolle in Krebserkrankungen bei den hier analysierten Patienten nahelegen.
Verschiedene Fehlerquellen konnten zu einem falsch positiven Ergebnis in der
Sequenzierung fiihren.

Zum einen konnte die Anpassung an die Zellkulturbedingungen Mutationen in den Zellen
zur Folge haben. Allerdings zeigten Bernardo et al., dass das Kultivieren von
mesenchymalen Stammzellen bis zur Passage 25 nicht zu genetischen Verdnderungen
fithrte [85]. Eine Verunreinigung durch andere Zellen konnte ebenfalls falsche Ergebnisse
bedingen. Deshalb ist das Durchlaufen der Zellkultur {iber mindestens vier Passagen notig,
um die mesenchymalen Stammzellen zu identifizieren und zu isolieren, da kein
spezifischer Marker fiir sie bekannt ist. Sie zeichnen sich iiber ihre Adhésion an Plastik
sowie ihre fibroblastoide Morphologie aus. Durch diese Adhidsion, Mikroskopie und die
Wahl der Kulturbedingungen war eine Selektion und eine Expansion moglich.

Dariiber hinaus lag in der durchflusszytometrischen Untersuchung der Anteil an
Leukozyten bei ca. 0,16%. Dies bedeutet, dass in der Sequenzierung 1 Leukdmie Mutation
in 1000 MSC-Reads moglich ist und damit ist dies vernachldssigbar.

Weitere mogliche Fehlerquellen fiir falsch positive Mutationen konnten die PCR (durch
fehlerhafte Amplifikation) oder die Sequenzierung selbst sein.

Falsch negative Mutationen konnten durch eine zu niedrig gewéhlte Sequenzierungstiefe
hervorgerufen werden. Diese liegt iiblicherweise in Genom Analysen hdher als, zum
Beispiel, in Exom-Sequenzierungen. Des Weiteren konnten die genetischen Mutationen in
Bereichen liegen, die noch nicht annotiert worden sind. Somit wéren diese genetischen
Verianderungen der Analyse entgangen.

Die gefundenen Variationen konnten, um Fehler noch weiter zu minimieren, in einem
ndchsten Schritt mittels PCR und Sanger Sequenzierung auf ihre Richtigkeit tiberpriift
werden. Dies konnte allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.
Durch das strenge Filtern von Genen, zum einen durch die in Kapitel 3.5 beschriebenen
Kriterien in der Single Nucleotide Polymorphism Database (SNuPy), als auch durch die
GMAF <1%, ist es moglich, dass auch Gene verloren gegangen sind, die eine Rolle in der

Entwicklung der Leukédmie spielen. Andererseits wird durch die Auswahl von weniger
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strengen Filtern, wie zum Beispiel einer geringeren Sequenzierqualitét, auch die Zahl der
falsch positiven Ergebnisse erhoht.
Auf die Funktion von einigen ausgewéhlten Genen wird im Folgenden genauer

eingegangen.

Wie in den Ergebnissen beschrieben, konnten Mutationen in Genen gefunden werden, die
fiir die Bildung, Proliferation und Differenzierung von Zellen eine Rolle spielen. Dazu

gehoren MAML?2, JAK3, RET und IL2R.

Das Gen MAML?2 reguliert den Notch-Signalweg. Dieser ist sowohl fiir die
Zell-Zell-Kommunikation als auch fiir das Wachstum, die Proliferation und die
Differenzierung von Stammzellen essentiell. Eine Assoziation besteht zwischen
Mutationen in diesem Gen und B-Zell-Lymphomen. [86]

Das Gen MAML?2 war in drei Patienten mutiert. Bei einem Patienten lagen identische
Mutationen (p.GIn605 GIn607del) sowohl in der Leukémie als auch im Stroma vor. Dies
bestétigt die Ergebnisse vorheriger Studien, die feststellten, dass Leukdmiezellen und
mesenchymale Stammzellen gemeinsame genetische Verdnderungen aufweisen konnen
und dass den mesenchymalen Stammzellen hochstwahrscheinlich eine Rolle in der
Pathogenese der Leukdmie zukommt [74], [76], [77], [78]. Eine Erklarung hierfiir ist in der
Einleitung in Kapitel 1.2.4 beschrieben worden. Die dort beschriebene Annahme, dass
genetische Aberrationen bereits in pri-hdmatopoetischen Vorlduferzellen entstehen, die
sich dann entlang der himatopoetischen oder der mesenchymalen Stammzelllinien
weiterdifferenzieren [75], wurde auch in einer neuen Studie von Garcia-Montero et al.
unterstiitzt [87]. In dieser Studie wurde bei 22 von 83 Patienten, die an einer indolenten
Mastozytose (ISM) erkrankt waren, die zustindige Punktmutation des KIT Gens, ein
Wachstumsfaktor-Rezeptor aus der Familie der Tyrosinkinasen, sowohl in den HSCs als
auch in den MSCs gefunden. Dies war mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf und
einer schlechteren Prognose assoziiert. Insgesamt konnte allerdings im Rahmen dieser
Arbeit kein signifikantes Muster zwischen Verdanderungen in mesenchymalen Stammzellen
und Leukdmiezellen gezeigt werden, da nur ein Gen genetische Verdanderungen sowohl im
Stroma als auch in der Leukdmie aufwies. Dies kann jedoch auch durch die kleine

Patientenkohorte begriindet sein.
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Das Gen JAK3 codiert fiir eine Tyrosinkinase und spielt eine entscheidende Rolle in der
Hématopoese von Stammzellen. Diese Tyrosinkinase iibermittelt Signale von Zytokin- und
Interferonrezeptoren auf hdmatopoetischen Stammzellen [88]. Dabei ist die Expression des
JAK3 Proteins auf die hdmatopoetischen Stammzellen beschriankt [89]. Mutationen in
diesem Gen sind bereits im Zusammenhang mit der T-ALL beschrieben worden [90].

JAK3 wies Verdanderungen in der Keimbahn von Patient 1 auf (p.Met598lle).

Auch das RET Gen ist eine Tyrosinkinase, die fiir Zellwachstum und Zelldifferenzierung
verantwortlich ist [91].

In diesem Gen zeigte sich eine Mutation in der Keimbahn von Patient 3 (p.Val412Met).

IL21R ist ein Interleukin Rezeptor fiir das Interleukin 21. Der Rezeptor iibermittelt ein
wachstumsanregendes Signal von IL21. Dies ist wichtig fiir die Proliferation und
Differenzierung von T-, B- und Natiirlichen Killer-Zellen. Das Binden des Liganden an
den Rezeptor fiihrt dariiber hinaus zur Aktivierung von Signalmolekiilen (zum Beispiel
JAKI und 3) [92]. Mutationen in diesen Genen konnen zu einer Storung ihrer Funktion
fithren. Ist die Differenzierung von Zellen gestort, konnen sich diese zum einen nicht mehr
zu funktionstiichtigen Zellen entwickeln und des Weiteren kann es zu einer
unkontrollierten Vermehrung kommen. Dies ist eine mdgliche Ursache fiir die Entstehung
einer Leukdmie [4].

IL2 IR war in der Keimbahn von Patient 3 genetisch verdndert (p.Pro515H:is).

Ebenso wurden Mutationen in Genen gefunden, die wichtig fiir die DNA Replikation und

Reparatur sind. Dazu gehoren die Gene BLM und MENI.

BLM kodiert fiir das DNA Reparatur Enzym RecQL3 Helicase, das in der
DNA-Doppelstrang Reparatur eine Rolle spielt. Des Weiteren verhindert es den
Schwesterchromatidaustausch von fehlerhafter DNA. Ohne einen gut funktionierenden
Reparaturmechanismus kann es zu einer genetischen Instabilitit kommen, die wiederum zu
Krebserkrankungen, unter anderem einer Leukédmie, fiihren kann [93].

BLM wies in der Leukdmie eines Patienten eine Mutation auf, wodurch es zu einer

Deletion einer Aminosdure kam (p.Ser312del).
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MENI ist ebenfalls fiir die DNA Reparatur verantwortlich [94]. Aulerdem kann MENI
direkt an das MLL (mixed lineage leukemia) Gen binden. Chromosomale Translokationen,
die das MLL Gen betreffen, filhren zu MLL Fusionsproteinen. Diese Fusionsproteine
fihren hdufig zu sehr aggressiven Formen der akuten Leukdmie. Menin ist als ein
wichtiger onkogenetischer Kofaktor fiir die Entwicklung einer Leukdmie im
Zusammenhang mit MLL Fusionsproteinen beschrieben worden [95].

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten, wiesen keine MLL Rearrangierungen
auf. Genetische Verdnderungen in dem MENI Gen lagen jedoch vor. Hierbei handelte es
sich um einen Basenaustausch (C—=>T) mit einem damit verbundenen Aminosdureaustausch
an zwei Stellen (p.Argl76GIn, p.Argl71GIn). Diese Mutation lag in einer konservierten
Nukleotidsequenz vor und lie sich evolutiv bis zur Ratte zuriickfiihren. Durch die
genetischen Verdnderungen in DNA-Reparaturgenen, kann die Reparatur beeintrichtigt
werden. Schidigungen der DNA sind ein sehr hdufiges Ereignis. Durch die Akkumulation
von Schdden durch extrinsische Faktoren (zum Bespiel UV-Strahlung) oder
Replikationsfehler, kann es zu genetischen Verdnderungen kommen, die durch, zum
Beispiel, das Inaktivieren von Tumorsuppressoren oder das Aktivieren von

Protoonkogenen zur Entstehung einer Leukédmie beitragen konnen [96].

Dariiber hinaus wurden Mutationen im ALK Gen gefunden. ALK gehort zu den
Tyrosinkinase-Rezeptoren, die zu der Insulinrezeptor-Superfamilie  gehoren.
Punktmutationen in diesem Gen wurden kiirzlich bei einem Kind, das an der B-Zell-ALL
erkrankt war, festgestellt. Diese Mutation A348D befand sich in einer extrazelluldren
Domine, der Domdne MAMI1 [97]. In der genannten Studie ist des Weiteren gezeigt
worden, dass diese Mutation ein onkogenes Potential besal und empfindlich auf ALK
Inhibitoren reagierte. Allerdings ist diese Mutation nicht alleine fdhig eine Leukdmie
auszulosen [97].

Bei den im Rahmen dieser Studie untersuchten Patienten wurde eine ALK Mutation in der
Keimbahn eines Patienten (Patient2) festgestellt. Aufgrund eines Basenaustausches
(G>A) wurde die Aminosdure Threonin durch Isoleucin (p.Thr680Ile) ausgetauscht. Es
handelte sich hierbei um eine Mutation in einer konservierten Nukleotidsequenz (siche
auch Tabelle 12 in Kapitel 3.3.5). Die MAM1 Doméne war allerdings nicht betroffen. Die
genauen Auswirkungen dieser Mutationen und mogliche Therapieansidtze mit ALK

Inhibitoren miussten daher in aufbauenden Studien untersucht werden.
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Auch Gene des RAS-Signalwegs waren von Mutationen betroffen. Hierzu gehorten NF'1
und FLT3.

NF'I scheint eine Rolle als negativer Regulator im RAS-Signalweg zu spielen. So konnten
Mutationen in NF/ unter anderem mit der juvenilen myelomonozytdren Leukédmie
(JMML) in Verbindung gebracht werden. Die genaue Rolle des Gens ist allerdings noch
nicht geklért [98].

NFI war in der Keimbahn eines Patienten mutiert, wodurch es zu einem

Aminosdureaustausch an drei Stellen kam (p.His55Arg, p.His389Arg, p.His423Arg).

FLT3 codiert fiir eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die durch fiinf Immunglobulin-dhnliche
Dominen, eine Juxtamembran und zwei Tyrosinkinase-Doménen, die durch eine
Interkinase ~ Domine  getrennt sind, charakterisiert ist [99], [100]. Die
Rezeptor-Tyrosinkinase wird vor allem an der Zelloberfliche von hédmatopoetischen
Vorlduferzellen exprimiert. Nachdem der Rezeptor durch einen Liganden aktiviert wird,
aktiviert dieser zytoplasmatische Effektormolekiile in Signalwegen, die in der Apoptose,
Proliferation und Differenzierung von hématopoetischen Stammzellen involviert sind.
Mutationen des FLT3 Gens konnen zu einer Daueraktivierung des Rezeptors fithren [101].
Die Folge ist zum einen eine unkontrollierte Zellproliferation sowie eine Resistenz
gegeniiber der Apoptose. Mutationen im FLT73 Gen wurden bereits in mehreren
Publikationen im Zusammenhang mit akuten Leukidmien, insbesondere der hoch
hyperdiploiden ALL, beschrieben [37], [42], [43], [44], [45], [48], [49], [50].

Es wurden Mutationen gefunden, die vor allem bei Erwachsenen, die an der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) erkrankt waren, auftraten. Hierbei handelte es sich um
interne Tandemduplikationen (ITD) oder aktivierende Punktmutationen in der zweiten
Doméne der Tyrosinkinase (ATKD) [102], [103], [104], [105]. Dahingegen war die Zahl
dieser Mutationen bei Kindern, die an der AML erkrankt waren, deutlich geringer [106].
Im Vergleich dazu wurden bei Kindern mit einer B-Zell-ALL weniger ITD, dafiir aber
mehr ATKD Mutationen gefunden [48], [106]. Diese ATKD Mutationen wurden auch in
weiteren Studien vor allem bei Kindern mit einem hoch hyperdiploiden Chromosomensatz
nachgewiesen [37], [42], [43], [44], [45], [48], [49], [50]. Hierbei handelte es sich

weitestgehend um aktivierende Punktmutationen, die die Codons 835 und 836 und somit
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die Aminosduren Asparaginsdure und Isoleucin betrafen. In spiteren, nicht mehr im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen, wurde im Rezidiv eines Patienten
(Patient 1) eine Mutation im Codon 836 (p.lle836del) gefunden. Andersson et al.
untersuchten des Weiteren, ob es einen Zusammenhang zwischen anderen Genen und der
Aktivierung von FLT3 gibt. Hierbei konnten 42 Gene identifiziert werden. Dies legte die
Uberlegung nahe, dass FLT3 auch durch andere Mechanismen als die genannten
Mutationen aktiviert werden kann [50].

In dieser Arbeit handelte sich zum einen um einen Basenaustausch (C—>T) im Codon 324
des FLT3 Gens, wodurch die Aminosdure Asparaginsdure mit Asparagin ausgetauscht
wurde p.Asp324Asn. Hiervon betroffen war die Doméne Ig-like C2 type. Hierbei handelt
es sich um eine Immunglobulin-dhnliche Domine. Diese Mutation wurde erstmals von Ley
et al. 2003 beschrieben [107]. In einer weiteren Studie wurde eine detaillierte Analyse
dieser Variation durchgefiihrt, worauthin die Mutation als ein funktionsstiller
Polymorphismus deklariert wurde [108]. Allerdings war in dieser Studie die Zahl der
Mutationstrager bei AML und CML Patienten deutlich héher als in der Kontrollgruppe.
Polymorphismen in Protoonkogenen, die keine sichtbare Konsequenz haben, wurden
bereits mit dem Auftreten von Krebserkrankungen in Verbindung gebracht [109].
Demnach spricht auch das vermehrte Auftreten dieser FLT3 Mutation bei
Leuké@miepatienten fiir eine hierdurch hervorgerufene Neigung zu Leukdmien [108]. Diese
Neigung zur Entwicklung von Leukdmien konnte zum Beispiel durch einen, noch nicht
bekannten, aktivierenden Einfluss der Mutation auf die Tyrosinkinase hervorgerufen
werden. Dariiber hinaus konnte diese Mutation mit weiteren SNPs assoziiert sein, die zu
einer abnormen Wechselwirkung mit anderen Signalmolekiilen fiihren konnten [108].
Weiterhin handelte es sich hierbei um eine Mutation in einer Kkonservierten
Nukleotidsequenz (siehe auch Tabelle 12 in Kapitel 3.3.5).

Die beschriebene Mutation fand sich bei einem der vier Patienten im Stroma. Es war
demnach bei einem Patienten nur in den mesenchymalen Stammzellen zum
Diagnosezeitpunkt mutiert, nicht aber in der Leukdmie, in der Remission und in der
gesunden Kontrolle (Fibroblasten). Mesenchymale Stammzellen beeinflussen, wie in der
Einleitung (Kapitel 1.2.4) beschrieben, im Knochenmark die Proliferation, Differenzierung
und Erhaltung von hdmatopoetischen Zellen als Teil der regulatorischen Nische und sind
wohlmoglich an der Ausbildung einer onkogenen Nische beteiligt [77]. AuBerdem wurde

schon in Studien gezeigt, dass sich leukdmiespezifische Verdnderungen in mesenchymalen
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Stammzellen nachweisen lassen und sie in der Pathogenese und in der Pathophysiologie
der Leukdmie hochstwahrscheinlich eine Rolle spielen [74], [76], [77], [78]. Da noch nicht
alle Mechanismen bekannt sind, die zu einer Aktivierung des Rezeptors und somit zu einer
Entstehung einer Leukidmie beitragen, ist es moglich, dass auch die hier gefundene
Mutation eine Rolle in der Pathogenese der ALL spielt. Um dies zu kldren, miissten

weitere Studien betreffend des FLT3 Gens durchgefiihrt werden.

Zum anderen befand sich eine Mutation im FL73 Gen in der Leukédmie eines Patienten
(Patient 4) im Codon 676. Hier wurde ebenfalls eine Base ausgetauscht (G—=>T), wodurch
es zu einem Aminosdureaustausch (Asparagin—>Lysin) kam (p.Asn676Lys). Diese
genetische Verdnderung befand sich, entsprechend der in den vorherigen Studien
beschriebenen Mutationen, in der Doméne der Tyrosinkinase. Die bei der Datenanalyse
verwendeten Softwaretools, SIFT und PolyPhen, die die Konsequenz der Mutation fiir die
Proteinfunktion vorhersagen, kennzeichneten die Mutation beide als schidlich
(SIFT:,,deleterious*; PolyPhen: ,,probably damaging®, siche auch Tabellen im Anhang).
Die genauen funktionellen Auswirkungen der gefundenen Mutation und die Frage, ob es
sich um eine aktivierende Punktmutation handelt, miissten jedoch in vitro in aufbauenden
Studien geklart werden. Dafiir konnte die IL3 abhéngige Zelllinie BA/F3 benutzt werden.
In diese werden Expressionskonstrukte, die fiir den Wildtyp des FLT3 Gens sowie der zu
untersuchende Mutante codieren, transfiziert. Darauf wird ein Test auf IL3-unabhingiges
Wachstum durchgefiihrt. Diese Methode ist geeignet um die transformierenden Funktionen
von Protoonkogenen wie FLT3 zu bestimmen. Mithilfe dieser Methode sind bereits

aktivierende Mutationen der Rezeptor-Tyrosinkinase detektiert worden [110], [111], [112].

In der Patientenkohorte wurden Verdnderungen in wichtigen epigenetischen
Genregulatoren gefunden, unter anderem in den Genen CREBBP, EZH2, MLL3 und
CREB3LI/CREB3L2.

Das CREBBP Gen ist an der Histonmodifikation von Proteinen beteiligt und fungiert als
ein Koaktivator der Transkription. Mutationen in diesem Gen befinden sich meistens in der
Doméne der Histon-Acetyltransferase. Dies fiithrt zu einer Abschwichung der Funktion des
kodierten Proteins und somit zu einer geringeren Acetylierung von Histon- und

nicht-Histon-Proteinen sowie einer geringeren Bindung von Substraten [45]. Bei CREBBP
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Mutationen ist in Studien festgestellt worden, dass dieses Gen im Rezidiv bei Kindern mit
hoch hyperdiploider ALL deutlich hdufiger mutiert war als bei Kindern mit normalem
Chromosomensatz. Auch im Allgemeinen war bei dieser Form der ALL eine hohere Rate
an Mutationen im CREBBP Gen zu verzeichnen [42], [43], [44], [45], [113]. Die
Mutationen traten hierbei, wie oben beschrieben, vor allem in der Doméne der
Histon-Acetyltransferase (HAT) an verschiedenen Stellen auf, meist jedoch bei R1446. An
dieser Stelle fiihren die Mutationen zu einer Zerstérung der Enzymfunktion sowie zu einer
Reduktion der Proliferation [43]. Da die Mutationen im CREBBP Gen besonders haufig
bei Rezidiven in der hoch hyperdiploiden ALL vorkommen, beschrieben Inthal et al., dass
das CREBBP Gen ein wichtiger Parameter zur Einschdtzung der Wahrscheinlichkeit der
Entwicklung eines Rezidives sein konnte [113].

In dieser Arbeit war das CREBBP Gen an der Position 238 mutiert (Basenaustausch
C—->G), wo es zu einem Aminosdureaustausch von Valin zu Leucin fiihrte (p.Val238Leu).
Die HAT-Domine war nicht betroffen. Allerdings war eine Doméne betroffen, die zu einer
Interaktion mit SRCAP (Snf2-Related CREBBP Activator Protein) fiihrt. SRCAP fungiert
als Koaktivator fiir die CREB-vermittelte Transkription [114]. Auch hier handelte es sich
um eine konservierte Nukleotidsequenz, in der die Mutation auftrat (siche auch Tabelle 12
in Kapitel 3.3.5). Die beschriebene Mutation trat in der Keimbahn eines Patienten
(Patient 4) auf. Dies bedeutet, dass das Gen in allen vier untersuchten Zellreihen

Veranderungen aufwies.

Im EZH2? Gen, das zu den wichtigen epigenetischen Regulatoren gehdrt, wurde eine
Mutation identifiziert. EZH?2 ist ein Bestandteil der Polycomb Familie und fungiert als
Histonmethyltransferase. Es ist unerlésslich fiir die Hamatopoese, hierbei vor allem fiir die
Entwicklung von Stammzellen [115]. EZH?2 ist fiir die Regulierung der Repression der
Transkription verantwortlich. Wiederkehrende Mutationen lieBen sich bereits in der
T-ALL feststellen [116]. Auch in anderen Studien, die sich mit der hoch hyperdiploiden
ALL beschiftigten, konnten genetische Verdnderungen im EZH2 Gen nachgewiesen
werden [42], [44]. In einer der Studien (Chen et al.) waren die Verdnderungen allerdings
auf das Rezidiv beschrinkt. Die Mutation betraf die SET Doméne, die fiir die
Methylierung von Lysin-9 in dem Histon H3 notwendig ist [44].

EZH2 war im Rahmen dieser Arbeit in der Leukédmie eines Patienten genetisch verdandert

und betraf ebenfalls die SET Doméne (p.Ser681Leu, p.Ser639Leu, p.Ser695Leu,
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p.Ser690Leu, p.Ser651Leu). In der Remission waren diese Verdnderungen nicht mehr
aufzufinden. Eine mdgliche Erklirung wére das Ansprechen der, die Verdnderung
tragenden, Blasten auf die verabreichte Chemotherapie. Da sowohl in dieser Studie, als
auch in den oben genannten Studien zur hoch hyperdiploiden akuten lymphatischen
Leukdmie, genetische Verdnderungen im EZH2 Gen bei einer Leukdmieerkrankung
auftraten, konnte dem Gen EZH?2 eine wichtige Rolle in der Leukdmogenese zukommen.
Um diese Aussage bekriftigen zu konnen, miissten noch weitere Studien mit groBeren

Patientenkohorten durchgefiihrt werden.

Auch das MLL3 Gen, ein epigenetischer Regulator, wies Mutationen auf. MLL3 ist ein
homologes Gen von MLL. Es befindet sich in der Region 7q36 und ist in myeloischen
Leukdmien hdufig mutiert [117]. MLL3 ist eine H3K4-Histon-Methyltransferase, die die
Gen-Expression iiber FYR und SET Doménen reguliert [118]. Studien legen nahe, dass
MLL3 eine wichtige Rolle in der Kontrolle der normalen Differenzierung von
hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen inne hat [119]. Bis jetzt ist MLL3 noch
nicht mit der hoch hyperdiploiden ALL, allerdings bereits mit soliden Tumoren und der
AML, in Verbindung gebracht worden [120], [121].

Im Rahmen dieser Arbeit war das Gen bei zwei Patienten (Patient 1 und 4) in der
Keimbahn identisch genetisch verdndert (p.Tyr12X, p.Tyr816X). Es handelt sich hierbei
um Funktionsverlustmutationen. Diese fiihrten unter anderem zu einem frithen
Protein-Abbruch vor der SET Doméne. Chen et al. zeigten, dass MLL3 als ein
haploinsuffizienter Tumorsuppressor fungiert und dass ein Verlust von MLL3 zu einer
Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika fiihrt [119]. Obwohl MLL3 zu den am haufigsten
mutierten Genen bei Krebserkrankungen gehort, ist noch wenig iiber die biologische
Signifikanz des Genes bekannt [122], [123]. Da jedoch gezeigt wurde, dass Leukdmien mit
einem Verlust von MLL3 sensibel auf den BET Inhibitoren JQ1 reagieren [119], wéren

weitere Studien zu diesem Gen, auch fiir mogliche neue Therapieansitze, interessant.

Mellor et al. konnten zeigen, dass das Gen CREB3L]1 als ein wichtiger Tumorsuppressor
fungiert. CREB3L] ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen unterdriickt,
die an der Angiogenese und dem Uberleben von Krebszellen beteiligt sind [124].
CREB3LI zeigte genetische Verdanderungen in allen vier Patienten (p.Asp509GlyfsX156).
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Dabei war das Gen bei einem Patienten in der Leukdmie (Patient 2) und bei drei Patienten
(Patient 1, 3 und 4) in der Keimbahn mutiert.

Ebenso zeigte das Gen CREB3L2 Mutationen in der Keimbahn von zwei Patienten
(Patient 1 und 4). Dies fiihrte zu Deletionen mehrerer Aminosduren (p.Pro34del,
p.-Thr37del, p.Thr100del). Genau wie CREB3L1 fungiert es als Transkriptionsfaktor [125].
Die gefundenen Mutationen traten in einer konservierten Nukleotidsequenz auf (siehe auch

Tabelle 12 in Kapitel 3.3.5).

Auffallend bei den im Rahmen dieser Arbeit gefundenen genetischen Variationen ist, dass
sie zu einem groflen Teil epigenetische Signalwege betreffen. Hierbei sind vor allem Gene
betroffen, die in der Histonmodifikation eine Rolle spielen. Dies geht mit dem Ergebnis
anderer Studien einher [42], [44]. Epigenetische Regulatoren weisen offenbar eine zentrale
Rolle in der Entwicklung von Leukdmien und Rezidiven auf. Demnach kdnnten diese auch
fiir neue Therapieansdtze in der hoch hyperdiploiden akuten lymphatischen Leukidmie

interessant sein.

Es sind verschiedene Mutationen in Genen gefunden worden, die eine Rolle bei der
Entstehung der hoch hyperdiploiden akuten lymphatischen Leukémie spielen konnten.
Weitere Studien mit gréBeren Patienten-Kohorten sind allerdings notig, um den
Zusammenhang und die spezifische Rolle der Gene in der Pathogenese der Leukédmie

weiter zu klaren.
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S5 Zusammenfassung

Die akute lymphatische Leukdmie (ALL) ist, mit 80% der Félle, die héaufigste Leukdmie im
Kindesalter. Leukdmiezellen zeigen hédufig chromosomale Verdnderungen. In ca. 20% der Fille
weisen Kinder, die an der akuten B-Zell-lymphatischen Leukdmie erkrankt sind, einen hoch
hyperdiploiden (>51 Chromosomen) Chromosomensatz auf. Diese numerische Aberration allein ist
jedoch nicht ausreichend, um eine Leukdmieerkrankung zu verursachen. Dafiir sind weitere
sekunddre Verdnderungen nétig. Alternativ zu Verdnderungen in den Leukdmiezellen, konnten
auch Verdnderungen in den MSC, die einen Bestandteil der hdmatologischen Nische bilden, hierbei
eine Rolle spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von vier Patienten, die an einer hoch hyperdiploiden ALL (>51
Chromosomen) erkrankt sind, die mononukledre Zellen (MNC), mesenchymale Stammzellen
(MSC) und Fibroblasten hinsichtlich genomischer Verdnderungen vergleichend untersucht. Die
Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie (Fibroblasten nach Biopsie; MSC am
Diagnosetag, MNC am Diagnosetag sowie in der Remission) gewonnen. Die isolierten Zellen
durchliefen Qualitdtskontrollen. Im Rahmen dieser Kontrollen differenzierten sich die
mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten und Adipozyten. Die Reinheit der mesenchymalen
Stammzellen, Fibroblasten und leukédmischer Blasten wurde mittels Durchflusszytometrie
untersucht. AnschlieBend wurde aus den Zellen DNA isoliert und daraus Libraries fiir die
Ganzgenomsequenzierung hergestellt. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mithilfe einer, im
Haus etablierten, web-basierten Plattform verarbeitet. Es konnten bei allen vier untersuchten
Patienten genetische Verdnderungen identifiziert werden. Dabei wurde nur eine Mutation
gefunden, die sowohl in der Leukidmie als auch im Stroma und nicht in der Keimbahn auftrat. Von
den genetischen Verdnderungen waren unter anderem Gene betroffen, die bei der Bildung,
Proliferation und Differenzierung von Zellen eine Rolle spielen (MAML?2, JAK3, RET, IL21R). Des
Weiteren konnten genetische Verdnderungen in Genen nachgewiesen werden, die fiir die
DNA-Replikation und -Reparatur verantwortlich sind (BLM, MENI). Besonders hervorzuheben
sind Mutationen im RAS-Signalweg (NFI, FLT3) sowie in epigenetischen Genregulatoren (unter
anderem CREBBP, EZH2, MLL3). Die Variationen in den betroffenen Genen sind bereits im
Rahmen bestehender Forschungsarbeiten im Zusammenhang mit einer Krebserkrankung, manche
sogar im Zusammenhang mit hoch hyperdiploiden Leukdmien, beschrieben worden. Thre
Verdnderungen tragen vermutlich zu der Entstehung einer Leukédmie bei. Um den genauen Einfluss
dieser Gene in der Pathogenese der akuten lymphatischen Leukémie zu kldren, sind weitere Studien

mit groBeren Patientenkohorten notig.
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