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1. Einleitung

1.2 Leukimie

An der Entstehung einer AML, ALL und CML sind bestimmte genetische Aberrationen beteiligt. Im
Rahmen dieser Dissertation befasse ich mich speziell mit den Translokationen t(8;21) und t(9;22)

sowie der Inversion inv(16) und den damit verkniipften Krankheitsbildern.

Aberration/Fusionsgen | Erkrankung

t(8;21)/ AMLI-ETO hdufigste strukturelle Chromosomenaberration bei AML

t(9;22)/ BCR-ABL sog. "Philadelphia-Chromosom", ursiachlich fiir CML, AML,ALL

inv(16)/CBFB-MYH11 M4Eo-AML (AML-Subtyp mit abnormen Eosinophilen im
Blutausstrich)

Tabelle 1: genetische Aberrationen als Ursache verschiedener Leukdmien

Die Ursachen der krankheitsausldsenden genetischen Aberrationen sind vielgestaltig. Die Exposition
von ionisierender Strahlung, Medikamente (beispielsweise Zytostatika), langjéhriger Kontakt mit
Benzol oder auch Viruserkrankungen (HTLV-1 Virus) kommen als Ausloser in Betracht. Ein
vermehrtes Auftreten in Kombination mit anderen genetischen Erkrankungen wie z.B. dem Down-

Syndrom, Klinefelter-Syndrom oder der Fanconi-Andmie ist bekannt.

1.2.1 Akute Leukimien (AML, ALL)

Laut SEER-Studie (Howlader et al. 2011) erkranken pro Jahr auf 100.000 Einwohner 12,5 Men-
schen an Leuk&mie. Mehr als 50% aller Leukdmien treten in der Altersgruppe der liber 65jdhrigen
auf. Obwohl die Inzidenzen fiir das ménnliche Geschlecht bei allen Leukdmieformen deutlich hoher
sind als fiir das weibliche Geschlecht, bestehen beziiglich der Fallzahlen - besonders in hheren
Altersklassen - nur noch geringe Differenzen. Grund dafiir ist unter anderem die geringere

Lebenserwartung der Ménner.

Die AML-Inzidenz liegt bei 3,5/100.000 Einwohner und Jahr (Howlader et al. 2011), die
Geschlechterverteilung betrifft die Frauen mit 42%, die Ménner mit 58%. Die Inzidenz fiir ALL
betrdgt 1,7/100.000 Einwohner und Jahr (Howlader et al. 2011), davon 43% Frauen und 57% Ménner.



Typische klinische Indikatoren einer AML sind Anidmie, Neutropenie und Thrombozytopenie,
gesteigerte Blutungsneigung und wiederholt auftretende opportunistische Infektionen wie z.B.
Candida albicans. Héufig ist bei Patienten mit T-ALL ein Mediastinaltumor zu finden. Au3erdem
wird die ALL begleitet von Knochen- und Gelenksschmerzen, Erbrechen und Erregbarkeit durch die
ZNS-Beteiligung.

Im Blutbild stellen sich je nach Ausmall der Knochenmarkinfiltration eine Thrombozytopenie und
Andmie dar, auflerdem finden sich undifferenzierte Blasten im Ausstrich. Im Unterschied zur
chronischen Leukédmie finden sich nur selten extrem hohe Leukozytenzahlen groBer als 100.000/pl.

Bei AML treten Auerstidbchen in bis zu 25% der Félle auf (Lowenberg et al. 1999). Durch spezielle
zytochemische Untersuchungen (Peroxidase, Esterase, PAS-Reaktion) und besonders durchfluss-
zytometrische Charakterisierung ldsst sich die AML von der ALL abgrenzen und geméf} der FAB-
Klassifikation einordnen. Der zytogenetische Nachweis genetischer Aberrationen und weiterer

Parameter dient zur Differenzierung und zur Risikostratifikation akuter Leuk&mien.

Die AML wird mit intensiven Chemotherapieblocken (Induktionsphase, Konsolidierungs- und
Erhaltungphase) behandelt. Als Medikamente sind Cytarabin und die Anthracycline Daunorubicin
bzw. Idarubicin zu nennen (Lowenberg et al. 1999). Gegebenenfalls wird zusitzlich Thioguanin
gegeben. Die komplette Remission des Krankheitsbildes nach der Induktionsphase ist prognostisch

relevant.

Bei Induktionstherapie gelingt eine komplette Remission bei etwa 70-80% der Patienten mit de- novo-
AML. Patienten iiber 60 Jahre weisen eine generell schlechtere Remissionsrate von etwa 50% auf.
Die  altersbedingten  Begleiterkrankungen = sowie  ungiinstigere = Ausgangssituationen
(Sekundirleukidmie, ungiinstige Karyotypen) sind als Ursachen zu nennen (Lowenberg et al. 1999).
Die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser Gruppe liegt bei unter 10% (Lowenberg et al. 1999).

Supportiv werden wihrend der Therapie Blutbestandteile (Erythrozyten, Thrombozyten) substituiert
und korpereigene Granulozyten mit Wachstumsfaktoren stimuliert. Desweiteren kommen Antibiotika

und Antimykotika zum Einsatz.

Signifikante Unterschiede in der 4-Jahres-Uberlebensrate ergeben sich zwischen den Gruppen der
dlteren (>60 Jahre) und jiingeren (<60 Jahre) Patienten. Laut einer Studie der Uni Miinster (Biichner
et al. 2006) ergeben sich fiir die iltere Gruppe Uberlebensraten von 16%, wihrend die jiingeren

Patienten im Schnitt bei 37% liegen. Die Ergebnisse der Chemotherapie konnen mit anschlieender



allogener Stammzelltransplantation signifikant verbessert werden (Burnett et al.1984).

Die Therapie der ALL ist international uneinheitlich. Als Risikofaktoren werden das BCR-ABL-
Fusionsgen (Ribera et al. 2002), hohe periphere Leukozytenzahl bei Diagnosestellung, verzogerte
Therapieantwort, genetischer Nachweis eines MLL-Fusionsgens, fortgeschrittenes Alter (Moricke et
al. 2005) und ZNS-Befall (Clarke 2003, te Loo 2006) angesehen. Die Chemotherapie gliedert sich

auch hier in Induktionsphase, Konsolidierungs- und Erhaltungphase.

1.2.2 Chronische myeloische Leukimie (CML)

Die CML ist eine Krankheit des Erwachsenenalters und tritt mit einer Inzidenz von 1,6
Neuerkrankungen pro 100.000 Erwachsener jéhrlich auf (Howlader et al. 2011). Thr Anteil an allen
Leukémien betrdgt 20% (Howlader et al. 2011). Mit zunehmenden Alter tritt die CML héufiger auf,
die Diagnose wird bei einem Altersmedian von 65 Jahren gestellt. Nur 2,6% der Patienten sind bei
Diagnosestellung jiinger als 20 Jahre, Méanner sind 1,4-mal haufiger betroffen als Frauen (Howlader

etal. 2011).

Die CML hat drei Krankheitsphasen: chronische Phase, Akzelerationsphase und Blastenschub bzw.
Blastenkrise. Das Durchlaufen dieser Krankheitsstadien war die Regel, bevor neue Medikamente und
die Stammezelltransplantationstechnik aufkamen. Die Blastenkrise stellte das Endstadium dar und

verlief normalerweise todlich.

Zytologisch findet sich eine starke Steigerung der Myelopoese, aber auch in den Zellreihen der
Erythropoese und Megakaryopoese. Zytochemische Tests ergénzen die diagnostischen Mdglichkeiten.
Das BCR-ABL-Fusionsgen kann in iiber 90% der CML-Fille nachgewiesen werden und hat als
genetische Ursache den Bruchstiickaustausch zwischen Chromosom 9 und 22, wodurch ein
verkiirztes Chromosom 22 entsteht. Die synthetisierte Thyrosinkinase zeigt eine erhdhte Aktivitit und
induziert eine iibersteigerte Leukozytenproduktion, einschlieBlich eines vermehrten Auftretens

unreifer Leukozyten, die letztendlich zur CML fiihrt.

Die Therapie erfolgt mit Thyrosinkinaseinhibitoren wie Imatinib oder Nilotinib, welche die ATP-
Bindungsstelle von BCR-ABL hemmt und damit den pathologischen Proliferationsreiz unterdriickt.
Die Therapie mul} lebenslang durchgefiihrt werden, da die Rezidivneigung sehr hoch ist. Bei
Versagen der Tyrosinkinaseinhibitoren ist die allogene Knochenmarktransplantation eine weitere
Therapieoption. Dieses Verfahren birgt die Aussicht auf vollstindige Heilung, bringt aber auch nicht
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unerhebliche Risiken mit sich. In den letzten Jahren wurden bei der Behandlung mit

Tyrosinkinaseinhibitoren die Uberlebensraten deutlich gesteigert.

1.3. Lymphome

Dieser Begriff umschreibt allgemein Lymphknotenschwellungen und Tumoren des Lymphgewebes.
In dieser Dissertation befasse ich mich ausschlieSlich mit den malignen Formen, welche aus B- bzw.

T-Lymphozyten hervorgehen.

1.3.1 Hodgkin-Lymphom

Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei 2,8/100.000/Jahr (Howlader et al. 2011), wobei die Verteilung
Mainner/Frauen mit drei zu zwei angegeben wird. Im zweiten und siebten Lebensjahrzehnt finden
sich zwei Krankheitsgipfel. Bis zum Alter von 14 Jahren betrdgt die Haufigkeit 0,7 Félle auf 100.000
Kinder in Deutschland, weltweit betriagt sie 0,6/100.000. Die Verteilung im Geschlechterverhiltnis

ist identisch mit der der Erwachsenen.

Atiologisch sind die genauen Ursachen unklar. Vermutlich sind Viren (Epstein-Barr),
immunsuppressive Therapien im Zusammenhang mit Transplantationen und fehldifferenzierte B-
Lymphozyten fiir die Entstehung der Krankheit relevante Faktoren. Auffillig sind
Lymphknotenschwellungen am Hals, axillir und in der Leistenregion sowie abdominal und
mediastinal. Begleitend ist eine B-Symptomatik wie Fieber, Nachtschweill, unerklirlicher
Gewichtsverlust und Abgeschlagenheit. Im fortgeschrittenen Stadium konnen ZNS-Storungen,
hormonelle Dysregulation und vermehrte Infektanfilligkeit dazukommen. Die Verdachtsdiagnose
wird mit Zytologie und Immunhistochemie aus peripherem Blut, Knochenmark bzw. Lymphknoten

bestdtigt. Die Behandlung erfolgt mit Chemotherapie und Radiatio.



1.3.2 Non-Hodgkin-Lymphom

Dieser Begriff umfasst die malignen lymphatischen Erkrankungen, welche kein Morbus Hodgkin
sind. Daher handelt es sich um sehr verschiedene Atiologien, Krankheitsbilder und Therapieansitze.
Man kann die Erkrankungen in Abhingigkeit von der Ausgangszelle grob in eine B- (ca. 80 % aller
NHL) und eine T-Klasse (ca. 20% aller NHL) unterteilen. Die Inzidenz betrigt etwa 20 Erkrankte auf
100.000 Einwohner pro Jahr (Howlader et al. 2011), Tendenz steigend. Ménner sind 1,5-mal hdufiger
betroffen als Frauen. NHL treten in jedem Lebensalter auf, gehduft jedoch im hoheren Lebensalter.
HIV-infizierte-Patienten sind besonders gefdhrdet. Die Pathogenese ist noch nicht komplett geklart
und aufgrund der Heterogenitdt der NHL vielgestaltig. Potentiell spielen Strahlungsexposition,
externe Noxen (Pestizide) oder Zytostatikatherapie eine Rolle. Auch Autoimmun- oder
Infektionserkrankungen werden ebenso wie onkogene Einfliisse durch Viren (Epstein-Barr, HTLV-1,

HHYV 8) oder Bakterien (Helicobacter pylori) diskutiert.

Klinisch imponieren schmerzlose Lymphknotenschwellungen, eventuelle B-Symptomatik, allgemein
erhohte Infektanfilligkeit sowie hamatologische Auffalligkeiten. Typisch sind Andmie, Leukopenie
oder Leukozytose, Thrombopenie, erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit, haufig
Antikdrpermangelsyndrom und erhohte Laktatdehydrogenase. Die Diagnose wird zytologisch,

immunhistochemisch, durchfluzytometrisch und molekular-genetisch gestellt.

1.3.3 Therapie der Non-Hodgkin-Lymphome

In Abhédngigkeit vom Stadium, dem Patientenalter und vielen anderen Faktoren bestehen gute
Behandlungsmoglichkeiten. Auch eine komplette Remission ist moglich. Mittel der Wahl sind
Chemotherapie und Radiatio, entweder solitir oder in Kombination. Insbesondere das CHOP-
Schema und Modifikationen hiervon kommen bei hochmalignen NHL in der Ersttlinienherapie

héufig zum Einsatz.

Dabei werden Cyclosphosphamid (C), Doxorubicin (Hydroxydaunorubicin(H)), Vincristin
(Onkovin® (O)) und Prednisolon (P) in Kombination eingesetzt. In Kombination mit Etoposid (E)
(CHOEP-Schema) konnte bei jiingeren Patienten mit guter Prognose das ereignisfreie Uberleben
verlangert und die Komplettremissionsrate verbessert werden (Pfreundschuh et al. 2004). Die Gabe
von monoklonalen Antikdrpern (Rituximab) verbessert die Prognose bei R-CHOP bzw. R-CHOEP-

Schema (Coiffier et al. 2002, Feugier et al. 2005). Um die korpereigene Granulozytose zu stimulieren,
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werden GCSF (granulocyte-colony stimulating factor) eingesetzt. Die Gefahr der Granulozytopenie
und die Infektionsanfilligkeit konnen damit verringert werden, auch wenn die
Komplettremissionsrate, die Dauer des ereignisfreien Uberlebens und die Gesamtiiberlebenszeit nicht

signifikant beeinfluBt werden (Osby et al. 2003).

1.3.4 Entstehung von Sekundirleukimien

Bei mittel- und hochdosierter Chemotherapie werden Zytostatika angewandt, die ihrerseits
alterierende Auswirkungen auf Zellteilung und -entwicklung haben kénnen. Frithere Studien zeigen
direkte Zusammenhidnge zwischen der Anwendung von Chemotherapeutika (insbesondere
Topoisomerase-II-Inhibitoren) und dem Auftreten von hdmatologischen Sekundidrmalignomen auf
(Haase et al. 2004). Diese Sekundirerkrankungen werden als therapieassoziierte Erkrankungen
bezeichnet. Alkylantien verursachen typischerweise numerische Chromosomenaberrationen wie z.B.
Deletionen der Chromosomen 5 und 7 und fiihren zu therapieassoziierten myelodysplastischen
Syndromen (t-MDS). Topoisomerase-II-Hemmer und Anthrazykline sind mit molekulargenetischen
Verdanderungen, insbesondere Gentranslokationen wie beispielsweise Translokationen des MLL-
Gens und den Translokationen t(8;21), t(9;22) und Inversion 16, assoziiert und fithren zu therapie-

assoziierten akuten myeloischen Leukdmien (t-AML) (Pedersen-Bjergaard et al. 2007).

Die t-AML- und t-MDS-induzierende Wirkung von Zytostatika wie Topoisomerasehemmern,
Alkylantien und Anthrazyklinen beruht darauf, dass diese Wirkstoffe in den Zellzyklus eingreifen
und spezifische genetische Schiden verursachen. Damit wirken sie potentiell onkogen (Pedersen-
Bjergaard et al. 2007). Topoisomerase II ist im Rahmen der DNA-Replikation fiir reversible
Doppelstrangbriiche verantwortlich. Topoisomerase-II-Inhibitoren und Anthrazykline verhindern die
Reparatur und konnen so den Austausch von Bruchstiicken und die Entstehung von Fusionsgenen wie
BCR-ABL und AMLI-ETO begiinstigen. Auch Inversionen wie inv(16) konnen durch einen um 180°
verdrehten Bruchstlickeinbau entstehen und funktional verdnderte Transkripte onkogen wirken lassen.
Dabei konnen Bruchpunkte variieren (Dissing et al. 1998). Quesnel et al. konnten bei t-AML-
Patienten feststellen, da3 16 von 21 (76%) eine t(8;21) und 12 von 14 (86%) eine inv(16) aufwiesen.
In der Literatur finden sich folgende Inzidenzen fiir die hier beschriebenen Aberrationen im
Zusammenhang mit t-AML/MDS: 9% fir AMLI-ETO und CBF-MYHI1 sowie 2% fiir BCR-
ABL (Huret 2003 (a,b,c); Leone et al. 1999). Da die Zahl von Krebspatienten, die mit einer potentiell
t-AML-induzierenden Chemotherapie behandelt werden zunimmt, ist es wichtig, die

Zusammenhinge zwischen der Art und Dosis der Chemotherapie und dem Auftreten zytogenetischer



Verdnderungen aufzuzeigen, um Risiken fiir sekundire t-AML abschétzen und Voraussagen treffen

zu konnen.

1.4 Fragestellung dieser Dissertation

Im Rahmen der MegaCHOEP-Studie der Deutschen Studiengruppe Hochmaligne Non-Hodgkin-
Lymphome (DSNHL) wurde untersucht, wie hoch die Inzidenz der durch Normal- und Hochdosis
Chemotherapie induzierten genetischen Aberrationen ist, ob die Hiufigkeit dieser Aberrationen zur
Dosisintensitdt korreliert ist und ob die Haufigkeit eine Aussage iiber therapieassoziierte

himatologische Neoplasien, insbesondere t-AML, ermdglicht.

Im Rahmen dieser Studie wurde zu dieser Fragestellung erstmals ein groBeres Kollektiv prospektiv
untersucht. Hierzu wurden Patienten mit Hochdosistherapie und eine Kontrollgruppe mit
konventionell dosierter Therapie auf die oben genannten t-MDS- und t-AML-auslosenden

Genverdnderungen getestet und miteinander verglichen.



2. Material und Methoden

2.1 Geriite und Reagenzien

Gerite

Accu Jet Pro Pipettierhilfe
BioPhotometer

Biofuge pico
Elektrophoresegerit
Kiihlschranke -80 °C und -70 °C
Mikrowelle

PCR-Werkbank

Pipetten

RT6000B Kiihlzentrifuge
UV-Tisch mit Kamera
Vortex Mischer

Waage

Robo-Cycler Gradient 96
Trio Thermoblock

Verbrauchsartikel

Biosphere Filter Tips 100ul

Collection Tubes (1.5ml)

Collection Tubes (2ml)

Eppendorfgefille (2ml,1,5ml,0,5ml,0,2 ml)
Falcon, 50 ml

Filtertip 1000ul

Kiivette Photometer

Peha soft Handschuhe

RNeasy Mini Spin Columns

Safe Seal Tips 10ul (RNase/DNase free/Pyrogen free)

Serological Pipette 10ul



Wiégepapier

Chemikalien/Reagenzien
Agarose HEEO Ultra Qualitét
Dimethylsulfoxid (DMSO)S
DNAse

dNTP

Ethidiumbromid 1:20

EtOH 70%

Paraffinol

Randomprimer

RNase free H,O

Taq DNA Polymerase
HPLC H>O

Primer (van Dongen et al. 1999)
inv(16)

CBFB-A

MYHI11-B1

CBFB-C

MYHI11-D1

£(9;22)

BCR-b1-A
ABL-a3-B
BCR-b2-C
ABL-a3-D

t(8:21)
AMLI-A
ETO-B
AMLI-C
ETO-D



Puffer

Biocoll Seperating Solution, Density 1,077g/m
Buffer RDD RNase-Free DNase Set
Buffer RLT RNeasy Mini Kit

Buffer RLC RNeasy Mini Kit

Buffer RPE RNeasy Mini Kit

PBS ph 7,4 CaCl, MgCl,

RLT + 1%ME

TBE 70% EtOH

5x First -Strand Buffer

10x PCR Rxn Buffer (MgCL) 1,25 ml
50mM MgCl, 1ml

Positivproben

t(8;21) nachweislicher Patient UKG

t(9;22 p210) K 562, Zelllinie, bzw. nachweislicher Patient UKG (Probeentnahme
inv(16) ME 1, Zelllinie, bzw. nachweislicher Patient UKG (Probeentnahme 17.05.2005)

Humanes Material
Vollblut
Aphereseblut

Knochenmark

Software

MS Office Access XP

2.2 Probenmaterial

Es wurde Vollblut, Knochenmarkblut und Apheresepriparate von Non-Hodgkin Patienten der
Kurzzeitonkologie verwendet. Die Proben wurden nicht nach Alter, Geschlecht oder jeweiligem
Therapiezeitpunkt des Patienten unterschieden. Die Patientenklientel setzte sich zusammen aus

Patienten in mittlerer Therapie im Dosierungsarm A sowie Patienten in Hochdosistherapie mit
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MegaCHOEP im Dosierungsarm B sowie einer Kontrollgruppe mit Patienten in konventioneller
Therapie (CHOP, R-CHOP). Beide Arme wurden in A 1 bzw. A 2 sowie B 1 bzw. B 2 untergliedert.
Dosierungsarm A umfasste eine Therapie mit 8 Zyklen CHOEP-14 und GCSF (granulocyte-colony-
stimulating-factor), davon die Unterguppe A 2 zusétzlich mit 6 Zyklen Rituximab. Dosierungsarm B
der myeloablativen Hochdosistherapie entsprach 4 Zyklen MegaCHOEP-14 und GCSF, davon die
Untergruppe B 2 wieder mit 6 zusdtzlichen Zyklen Rituximab.

Dosierungsarm A Al 8x CHOEP -14 +GCSF

A2 8x CHOEP -14 +GCSF + 6x Rituximab
Dosierungsarm B B1 4x MegaCHOEP -14 + GCSF
(myeloablativ)

B2 4x MegaCHOEP -14 + GCSF + 6x Rituximab

Nach Aufkldarung und Einwilligung der Patienten wurden unter Beachtung der Vereinbarung von
Helsinki und gemif der Genehmigung des Ethikrates der Universitit Gottingen 20 ml Vollblut
entnommen. Als Gerinnungshemmer diente Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Insgesamt konnten
124 Proben gewonnen werden, davon 4 Knochenmarksproben, 10 Apheresepriparate und 51
Vollblutproben. Jedem Patienten wurde eine eigene Nummer in der Probandenkartei zugeordnet und
die erfolgten Probenabnahmen wurden mit fortlaufenden Nummern codiert. Alle Informationen zu
den Proben (Therapiezeitpunkt, Datum der Probe, Stand der Bearbeitung) wurden zusammen mit den

Code-Nummern und der Kiihlschrankkoordinate im Laborrechner gespeichert.

11



A B C D H 1 J K L M
016 016-7 PBL 120-05-2005  '5/H4 22.07.05 208 2,11 22.07.05 25.07.05 pos.
078 078-4 PBL [20-05-2005  5/HS | 22.07.05 7,0/ 3,07 2207.05 25.07.05  pos
095 |095-5 PBL 7-20-05-2005 |S/H8 | 22.07.05 82 2,72 2207 .05 2s. 07 0S| pos,
105 |105-4 PBL 11-05-2005  |S/iG3 | 22.07.05] 54 1,77, 22.07.05 25.0 07. .05 pos
064 064-4 PBL 113-05-2005  SH1 | 22.07.05 33,6: 1,79 22.‘07405_, 25-07:05 pos.
030 030-10 PBL 08-04-2005 SE2 | 1 | . | . ,
076 076-7 PBL 118-03-2005  S/D4 | 21.07.05 101 333 21.07.05 25.07.05 pos|
024 0247 PBL 26-01-2005  |S/A3 [ 19.07.05| 56,9 1,48 20. 07.05 21.07.05 pos
027 027-9 PBL {18-03-2005  5/DS [ 21. 07.05 483 2,15 21. 07.05 25.07.05 pos:
001 001-9 PBL 11-05-2005  5/GS { 20 07.05 148,3 1,88 20.07. 05_A 21.07. 05|  pos
030 030-9 PBL |06-07-2005  6/B7 [ 21.07.05) 31,6 2,80 21 07, .05 25. 07 0S| pos.
100 [100-7 PBL 1_2_05_-2_0_(_)_5_ |SIGT [ 21.07.05 37,7 1,90 _21.97.05; 250705: pos
031 [031-3 PBL 103-05-2005  SiF8 20 07.05] 222 1,57 20.07.05 21.07.05 pos.
043 |043-5KM KM 103-02-2005 KM 5/B1 | 19.07.05, 2845 1,31/ 20.07.05 21.07.05 pos.
041 041-5 PBL 24-05-2005  |S/F9 [ 22.07. 05‘ 85| 2,24 22.07.05 25.07.05  pos
028 0286 PBL 12-07-2005  6/C2 [ 20.07.05| 90,3 1,93 22.07.05 25.07.05 pos
083 0834 KM 104-03-2005 | 5/D1 [ 21 07.05] 2411 1,89 21.07.05 25.07.05 pos,
012 012-4 PBL '03—05—20057 SIF9 { 20.07.05, 21,3 1,53 20.07.05 21.07.05 pos
106 106-5 PBL 130-08-2005  &IAT [ 20.07. 05‘ 32,4 2,01 22.07.05 25.07.05 pos,
076 0768 PBL 17-06-2005 @A | 2007.05 123 1,35 2207.05 25.07.05  pos
096 |096-3 PBL 130-03-2005  5/D10 [ 21.07.05] 1026 1,89 21.07.05 25.07.05 pos.
036 |036-2 PBL 02-03-2005  |5/C7 | 21.07.05 253 373 21.07.05 25.07.05  pos
131 [131-3PB PBL 14-08-2005  PBL /AT | 260705‘ 3158 1,93/ 08.08.05 08.08.05  pos
121 [121-3Aph Stammzellen 21-04-2005  Aph S/E9 | 26.07.05 162,6v 1,32 08.08.05 08.08.05 pos|
131 }131-3Aph Stammzellen ;14-06-2005 |Aph 6/A2 | 26.07.0_5} 1492 1,83 08.08.05/ 08.08.05 pos
129 1129-1 PBL 31052005 SM4 | 2607.05 1946 132 080805 08.08.05  pos
121 121-3PB PBL 21-04-2005  |PBLS/E8 | 26.07.05 79,7, 1,31 08.08.05 08.08.05 pos,
121 |121-2PB PBL 21-03-2005  PBLSMD7 | 26.07.05 36,0 1,31 08.08.05 08.08.05 pos
131 }131-2 PBL 20-05-2005  SH7 | 26.07.05 249 1,61 08.08.05 08.08.05 pos,
118 1182 PBL =7178-05-720057 5/H2 { 25.07.05 71 0 1,81 26.07.05 03.05.08 pos
112 1121 Stammzellen |21-02-2005  5/C3 [ 25,.0?,.QSJ 5358' 1,84 26.07.05 29.07.05 pos,
121 |121-2Aph Stammzellen 21-03-2005  Aph S/D8 | 26.07.05 1465 1,31, 08.08.05 08.08.05 pos
120 1120-1 PBL :31-05-_200_5 1,31] 04.08.05 04.08.05 pos
121 121-4PAph Stammzellen 02-05-2005 1,36/ 08.08.05/ 08.08.05 pos.
124 1242 PBL 103-05-2005 1,30/ 08.08.05 08.08.05 pos
126 “126-1 5l PBL 07-07-2005 1,80 22.07.05 26.07.05 pos
131 f131-4Aph Stammzellen 104-07-2005 1,68/ 08.08.05 08.08.05 pos
112 [112-2 S_tqmnnzgﬂen 105-04-2005 1,74 26.07.05 29.07.05 pos
129 129-2 Stammzellen 20-08-2005 1,93, 22.07. .05 26.07.05]  pos
108 7‘108—2 PBL 07-03-2005 1,66/ 26.97.05 129.07.05 pos|
132 A1322 PBL ;06-07 2005 1,37 22.07.05 26.07.05 pos,
113 1132 PBL 223-03-20057 1,68 26.07.05 03.08.05 pos
097 |097-3KM KM 09-02-2005 1,35/ 20.07.05 21.07.05 pos.
107 1072 PBL 109-06-2005. 187 26.07.05 29.07.05  pos
106 |[106-4 PBL 114-04-2005 1,71) 26.07.05 03.08.05 pos,
113 1133 PBL 02-06-2005 1,647‘ 26.07. osi 03.08.05 pos,
097 |097-3PB PBL 108-02-2005 1,32 20. 07. .05/ 21.07.05  pos
112 |086 1086-5 PBL 22-02-2005 223 21.07. 05 25.07.05 pos|
113 |108 1108-3 PBL 127-05-2005 1,71 26.07.05 03.08.05 pos
114 094 094-3 PBL 127-04-2005 1,70, 20. 07. 05,_ 21.07.05 pos.
115 |096 |086-2 PBL 102-03-2005 2,03 21.07. 05 25.07.05 pos.
116 |127 ‘127 -2PB PBL. 27-04-2005 1,31 04. 0805‘ 04.08.05| pos
117 |138  |138-2Aph Stammzenen 20-07«2005 1,30 28.07405, 03.08.05 pos.
118 |135 135-2 PBL 114-07- 20057 1,89 22.07.05 26.07.05 pos
119 |138 138-2PB PBL |20-07- -2005 1,30/ 28.07. 05/ 03.08.05 pos,
120 1307 ‘130-2 PBL 24—05-20057 1,73 040805 04.08.05 pos
121 127 [127- 2Aph stammzenen 27-04-2005 1,30, 04.08.05 04.08.05 pos.
095 095-3KM KM 18-02-20057 2,28 272.077.05_7 25.07.05|  pos
123 095 [095-4 PBL 102-05-2005 1,49 20.07.05 21.07.05 pos.
124 {095 095-3PB PBL 13-02-209_5 PBLS/C2 | 22.07. 27,6 1,76 22.07.05 25.07.05 pos
117 17-2 PBL 26-05-2005 | S/H10 25 07 05: 772 184 2607 .05/ 03.08.05 pos;

Abbildung 1: Ausschnitt aus der Excel-Tabelle der Studzengruppe Namen unkenntlich gemacht
Erlduterung: SNr: Studiennummer; Hnr=laufende Nummer ; Material: PBL= peripheres Blut, KM=
Knochenmark; FEingangsdatum: Tag der Probenabnahme; Lysat LP: Lysatlagerungsplatz in
Kiihlschrankbox, verschliisselt durch Koordinaten; Extraktion: Datum der RNA-Extraktion; c(RNA):
errechnete  RNA-Konzentration in  der  extrahierten  Probe;  260/280:  gemessener
Extinktionskoeffizient; cDNA: Datum der cDNA-Synthese; ABL: Tag der ABL-Kontrolle; Erg.ABL:
Ergebnis der ABL-Kontrolle, pos=positiv, neg=negativ
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2.3 Aufbereitung der Proben

Abtrennung der Lymphozyten mittels Ficoll

Umfiillen in 50 ml Falcon (Sarstedt) und Verdiinnen auf 20 ml (bei wenig Probe) bzw. das
Doppelte (bei viel Probe)

Unterschichten von 10 ml Biocoll Seperating Solution (Dichte 1,077g/ml) mittels Pipette
Zentrifugieren bei 4000 Umdrehungen/min und 20 °C (Bremse aus) fiir 10 Minuten
Abpipettieren des Lymphozytenringes mittels Pipette in neues Falcon (nicht mehr als 20 ml)
Auffiillen mit PBS (ph 7,4)

Zentrifugieren bei 2500 Umdrehungen/min (Bremse ein) fiir 10 Minuten

Verwerfen des Uberstandes und Losen des Pellets mit 600pl RLT — Puffer (mit 1 % ME)
Abpipettieren in ein Eppendorfgefdll und Lagerung bei -70 °C oder

ziigige Weiterverarbeitung

2.4 RNA-Extraktion

Mit dem RNeasy Mini Kit® von Qiagen erfolgt gemif Herstellerprotokoll die Trennung der tibrigen

Zellbestandteile von der RNA sowie die Reinigung des gewonnenen Erbmaterials von genetischen

oder nichtgenetischen Molekiilen durch verschiedene Waschvorgénge.

Auftauen der Zelllysate im Wasserbad bei 37 °C 15 — 20 Minuten

Pipettieren des gesamten Lysates auf die (violette) Shredder-Saule

Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 14000 Umdrehungen

Auffiillen des gewonnenen Eluats auf ein Volumen von ca. 1 ml mit 70 % Ethanol (350 bis
600 ul)

Pipettieren des Gemisches (Ethanol-Eluat) auf die (rosa) RNeasy-Saule

Zentrifugation bei 10000 Umdrehungen fiir 15 Sekunden, Eluat wird verworfen

Pipettieren von 350 ul RW1-Puffer auf die RNeasy-Saule

Zentrifugation bei 10000 Umdrehungen/min fiir 15 Sekunden, Eluat wird verworfen
Mischen von 10 pl Aliquot RNase free DNase mit 70 ul RDD-Puffer und ziigiges Pipettieren
auf die Sdule

15 Minuten DNA-Verdau bei Raumtemperatur

Pipettieren von 350 ul RW1-Puffer auf die Sdule
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— Zentrifugation bei 10000 Umdrehungen/min fiir 15 Sekunden, Eluat wird verworfen

— Pipettieren von 500 pl RPE-Puffer, anschlieBend Zentrifugation bei 10000 Umdrehungen/min
fiir 15 Sekunden

— Pipettieren von 500 pl RPE-Puffer, anschlieBend Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min
fiir 2 Minuten

— ggf. optionale Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fiir 1 Minute falls die Sdule nicht
flissigkeitsfrei ist

— Umstellen der Sdule in ein 1,5-ml-safe-lock-tube

— Pipettieren von 30 pl RNase free H2O mittig auf die Sdule

— Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen/min fiir I Minute

— Wiederholung der letzten beiden Schritte und Auffangen des Eluats im gleichen Gefal3

— Einfrieren bei -80 °C oder Weiterverarbeiten der gewonnenen RNA

Die verwendete DNAse wird folgendermafen hergestellt:
— DNase in HPLC-H»O vollstédndig auflosen und durchmischen; jeweils 10 ul in 0,2 ml
— EppendorfgefiBie fiillen und anschlieBend einfrieren bei -80 °C.

2.5 RNA-Konzentrationsbestimmung

Mittels Extinktion wird der Gehalt an RNA in der Probe photometrisch bestimmt. Es wird mit einer
Wellenlidnge von 260 bis 280 nm gemessen. Vor Messbeginn wird das Gerédt mit RNase free H,O auf
Null geeicht, indem man das Wasser in eine 1-cm-Quarzkiivette gibt und die Konzentration bestimmt.
Das erste Wasser/Probe-Gemisch wird in den geleerten und getrockneten Messzylinder gegeben und
die Konzentration an RNA in pg/pl gemessen. Dazu gibt man 55 pl RNase free H,O und 3 pl Probe
in ein Eppendorfgefdll und mischt mittels Pipette 2-3 Mal durch Aufziehen der Losung. Konnte keine
RNA-Konzentration gemessen werden, wurde die Probe aus der Studie aus-geschlossen. Um in jedem
Ansatz exakt 1 pg RNA zu haben, wird mit folgender Rechnung die Menge an Probe ermittelt, die
eingesetzt werden musste:

— 1000 pg / Konzentration der Probe pg/ul = Menge der einzusetzenden Probe in pl

— Anschlieend wird die Probenmenge mit RNAse free H>O auf auf 40 ul aufgefiillt

14



2.6 c-DNA-Synthese aus RNA mittels Reverser Transkription

Transkription (Superscript 111, Invitrogen)

— Pipettieren von je 1 ug RNA (entsprechend der photometrischen Messung) in ein tube
— Auffiillen mit RNase free H>O auf 40 pl wie bereits beschrieben
— Denaturieren bei 65 °C und anschlieBende Lagerung auf Eis
— Herstellen des Mastermix aus
— 16 pl 5x First-Strand Buffer
- 8 ulDTT (0,1 M)
— 7 uldNTP (10 uM)
— 4 ul Randomprimer (50 ng/ul)
— 3 ul Superskript (300 u)
— 2 ul RNaseout (40 u)
— Pipettieren von je 40 pl des Mastermix zum RNA-RNase free H,O-Gemisch
— c¢-DNA Synthese bei 42 °C (1 Stunde) und dann 60 °C (10 Minuten)
— Lagerung bei -80 °C oder Weiterverarbeitung

Die Herstellung der verwendeten dNTP wird folgendermallen durchgefiihrt: je 10 ul ATP, CTP,
TTP, GTP werden mit 60ul HPLC-H>O vermischt und bei -80 °C gelagert. Zur Herstellung der
Randomprimer wird 1:10 verdiinnt (90 pl HPLC-H2O und 10 pl Primer) angesetzt und
anschlieBend ebenfalls bei -80 °C gelagert.

2.7 ABL-PCR

Ein positiver Nachweis von ABL dient innerhalb dieses Versuchsaufbaus als Nachweis der
erfolgreichen cDNA-Synthese. Der eingesetzte Primer kondensiert bei 60 °C optimal am
komplementdren Genstrang, womit sich die Temperatureinstellung wahrend der Kondensationsphase

erklért. Es wird ein Standard-PCR-Protokoll mit 36 Zyklen verwendet.

ABL-Primer GGCCAGTAGCATCTGACTTTG
ATGGTACCAGGAGTGTTTCTCC

Tabelle 2: Sequenz des ABL-Primers
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Jede Probe (2 pl) wird mit 48 pl Mastermix per Pipettenaufzug vermischt, mit 2 Tropfen Paraftinol
iiberschichtet (wenn die ABL-PCR mit TRIO-Thermoblock erfolgt) und fiir die PCR in den
Thermoblock gestellt. Bei der Verwendung eines Robocyclers entfillt das Uberschichten mit Paraffin

aufgrund der Deckelheizung.

Zusammensetzung des Mastermix:

5ul 10x PCR Rxn Buffer
2ul 50 mM MgCl,

lul  dNTP

1yl 5Primer

I ul 3 Primer

0,25 ul Tag-Polymerase

37,75 ul HPLC H>O aliquot 50 pl

Temperatur Dauer
1. Zyklus 95 °C 5 min

60 °C 3 min

72 °C 3 min
35 Zyklen 95 °C 1 min

60 °C 1 min

72 °C I min
Verbrauchszyklus 72 °C 10 min
Kiihlzyklus 4°C Unendlich

Tabelle 3: Programmeinstellung des Cyclers fiir ABL-PCR

Im Anschluss erfolgt der Nachweis mittels Gelelektrophorese (siche Abschnitt 2.9)
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Abbildung 2: Beispiel fiir erfolgreich durchgefiihrte ABL-PCR 1:
DNA-Leiter 1000-100 BP. 2: 4 Patientenproben, 3: Negativ-
kontrolle, 4: Positivkontrolle

2.8 primiére und nested PCR

Die RT-PCR dient der Vervielfdltigung einer ganz bestimmten DNA-Sequenz, in der die gesuchte
Aberration vermutet wird. Das Optimum zur Kondensation der spezifischen Primer fiir die drei
genetischen Aberrationen liegt flir diesen Versuchsautbau bei 65 °C. Die anschlieBende nested PCR
erfolgt mit den Produkten der primdren PCR und fiihrt bei hoher Sensitivitit zu einer nochmaligen
exponentiellen Vervielfiltigung des gesuchten Genabschnitts, der innerhalb der bereits
vervielfdltigten Abschnitte des ersten RT-PCR Durchganges liegt. Auch hier wird ein Standard-PCR-
Protokoll mit 36 Zyklen angewendet und im Doppelansatz gearbeitet. Jede Probe wird auf jede der

drei genetischen Aberrationen untersucht.

Folgende Primer und Positivkontrollen kommen dabei zum Einsatz:

primér nested
t(8,21) |AMLI-A; ETO-B AMLI1-C; ETO-D
%(9;22)  BCR-bl-A; ABL-a3-B BCR-b2-C; ABL-a3-D
inv(16) | CBFB-A; MYHI11-B2 CBFB-C; MYH11-D2

Tabelle 4: verwendete Primer
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t(8; 21) Patient UKG

t(9;22 p210) K562 ; Zelllinie bzw. Patient UKG (Probenentnahme am 02.05.05)

inv(16) ME 1; Zelllinie bzw. Patient UKG (Probenentnahme am 17.05.05)

Tabelle 5: verwendete Positivkontrollen

Jede Probe (2 pl) wird mit 48 pl Mastermix per Pipettenaufzug vermischt, je nach verwendetem

Cycler mit 2 Tropfen Paraffindl iiberschichtet und fiir die PCR in den Cycler gestellt.

Zusammensetzung des Mastermix:

Sul 10x PCR Rxn Buffer
2 ul 50 M MgCl,

1 pul dNTP

1wl 5 Primer

1 ul 3" Primer

0,25 ul  Tag-Polymerase

Programmeinstellung:
Temperatur Dauer
1. Zyklus 95 °C 5 min
65 °C 3 min
72 °C 3 min
35 Zyklen 95 °C 1 min
65 °C 1 min
72 °C 1 min
Verbrauchszyklus 72 °C 10 min
Kiihlzyklus 4°C unendlich

Tabelle 6: Programmeinstellung des Cyclers fiir RT-PCR
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2.9 Gelelektrophorese und Fluoreszenz

Das verwendete Gel besteht aus 1,5%iger Agaroseldsung versetzt mit Ethidiumbromid im Verhiltnis
1000:1. Zur Herstellung des verwendeten TBE-Puffers werden 10,78 g (89 mM) Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan, 5,50 g (89 mM) Borsdure und 0,58 g (2 mM)

Ethylendiamintetraessigsdure vermischt und mit aqua destillata auf 1000 ml aufgefiillt.

Zur Gelherstellung werden 100 ml TBE-Puffer mit 1,5-1,7 g Agarose vermischt und in der
Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose aufgeldst ist. Nach dem Abkiihlen auf etwa 60 °C werden 100ul
Ethidiumbromid zugegeben und durch Schwenken des Glaskolbens untergemischt. Die Losung wird
in eine Gelkammer gefiillt und mit Gelkdmmen entsprechend der notwendigen Anzahl Geltaschen
versehen. Nach dem Erkalten und Entfernen der Gelkimme wird das Gel in ein Elektrophoresebad

aus Tris-Borat-EDTA mit dem pH 8 gelegt.

In die erste Geltasche wird die DNA-Leiter (Marker) mit dem Farbstoff Bromphenolblau versetzt
eingebracht. In die weiteren Taschen werden die PCR-Produkte ebenso wie Positiv- und
Negativkontrolle im Verhéltnis von 1:10 (20-25 ul Reaktionsprodukt mit ca. 2 ul Farbstoff) mit
Bromphenolblau gemischt in die Gelkammern pipettiert. Die Kammer wird geschlossen und
Spannung im Bereich von 50-110 Volt angelegt. Nach dem Erreichen des niedermolekularen
Farbstoffs an der Anode wird das elektrische Feld abgeschaltet, das Gel aus der Kammer entfernt und
auf einer mit UV-Licht ausgeleuchteten Platte ausgewertet. Bei 302 nm fluoresziert das beigegebene
Ethidiumbromid und macht die entstandenen Banden im Gel deutlich sichtbar, da die Fluoreszenz

sich bei der Einlagerung im DNA-Strang um den Faktor 50-100 verstérkt.
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Untersuchte Aberration Grofie des Produktes

inv(16) 271 BP
t(8,21) 260 BP
t(9,22) variiert zwischen 285 — 360 BP (Bruchpunkt auf

Chromosom 22 variabel)

ABL-Gen 296 BP

Tabelle 7: Grofe der amplifizierten Genprodukte

Die Gele werden fotografiert und anschlieBend ausgewertet. Bild und Ergebnis werden im

Laborrechner gespeichert.

Die Sequenzierung aller positiven Testungen erfolgte zur Absicherung der Ergebnisse.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

Insgesamt wurden 124 Patientenproben von 52 Patienten fiir das Studienkollektiv im Zeitraum von
11/2003 bis 07/2005 gesammelt. Oft wurden mehrere Proben desselben Patienten zu verschiedenen
Therapiezeitpunkten gewonnen. 65 Patientenproben konnten gesammelt und untersucht werden, 59

Proben wurden ausgeschlossen.

Ausschlussgrund 39 14 42

B gesamt
Proben ausgeschlossen B verwendet
B ausgeschlossen
Primarstaging
zu wenig RNA

ABL neg

Proben verwendet

Verlust

Proben gesamt

10 30 50 70 90 110 130

Abbildung 3: Probeniibersicht und Ausschlussgriinde

Aus den 59 Proben waren 39 zum Zeitpunkt des Primérstagings gewonnen worden und daher fiir die
Studie bedeutungslos. 14 Proben enthielten zu wenig verwertbare RNA, 4 Proben reagierten ABL
negativ und konnten daher nicht verwendet werden. 2 Patientenproben gingen wihrend der Studie
verloren und waren nicht mehr auffindbar. Die RNA-Konzentration in den Proben betrug 03- 824

pg/ul, der Mittelwert lag bei 95,7 pg/ul.
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Von den 65 Proben wurde insgesamt 1 Probe im Doppelansatz positiv befundet. 7 Proben waren im

Doppelansatz einfach positiv. Somit ergeben sich fiir alle drei Mutationen insgesamt 8 positive Proben.

Die Verteilung auf die jeweiligen Mutationen zeigt die folgende Tabelle:

t(9;22) t(8;21) inv(16)
negativ 63 65 59
positiv im Doppelansatz 0 0 1
positiv 1 von 2 2 0 5
positiv gesamt 2 0 6
In % 3,1 0 9,2

Tabelle 8: Aufschliisselung der positiv getesteten Proben des Studienkollektivs

Keiner der untersuchten Patienten wies mehr als eine Translokation auf.

Im Folgenden sind die Gele der Studiengruppe mit positiv getesteten Proben dargestellt.
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Translokation (9;22)

Abbildung 4: Positivgel 1 - 1. DNA-Leiter ; 2: negativ
getestete Patientenproben, 3: Im Doppelansatz einfach positiv
getestete Probe 094-3; 4: Negativkontrolle, 5: Positivkontrolle
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Abbildung 5: Positivgel 2 - 1: DNA-
Leiter, 2: im Doppelansatz einfach
positiv getestete Probe 096-3; 3:
Negativ-kontrolle, 4: Positivkontrolle

Translokation (8;21)

Keine positiven Testungen vorhanden.
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Inversion 16

Abbildung 6: Positivgel 3 - 1: DNA-Leiter; 2: negativ getestete
Patientenproben; 3: im Doppelansatz einfach positiv getestete Probe
044-4; 4: im Doppelansatz einfach positiv getestete Probe 064-4; 5:
Negativkontrolle, 6: Positivkontrolle
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Abbildung 7: Positivgel 4 - 1: DNA-Leiter; 2: negativ getestete
Patientenproben, 3: im Doppelansatz einfach positiv getestete Probe
121-4Aph; 4: im Doppelansatz zweifach positiv getestete Probe 124-
2; 5: im Doppelansatz einfach positiv getestete Probe 127-2Pb 6: im
Doppelansatz einfach positiv getestete Probe 129-1 7: Negativ-
kontrolle; 8: Positivkontrolle
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Alle positiv getesteten Patienten finden sich in nachfolgender Tabelle mit der Zuordnung zum

jeweiligen Dosierungsarm der Chemotherapie.

Patient 096-3 094-3 0444 064-4 121-4 124-2 1272 |129-1
Aph PB
A X
B X X X X X X X
t(9;22) X X
(Restaging) | (vor
MC1V)
t(8;21)
inv(16) X X X X X X

(Restaging) | (Restaging) | (vor (vor (vor (vor
MCI1V) MCIV) MCII) MCII)

Tabelle 9: Positiv getestete Studienpatienten und Zuordnung zum Studienarm. Die Angaben in
Klammern beziehen sich auf den Zeitpunkt der Probeentnahme z.B. ,,vor MC IV*; Probe wurde vor

dem vierten Zyklus MegaCHOEP gewonnen. ,, Restaging *“; Probe wurde in der Nachsorge gewonnen.

26 Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Probengewinnung in der Nachsorge (bis 24 Monate),
14 im Restaging und 10 vor dem 2. Behandlungszyklus. 9 Proben stammen von Patienten vor
Therapiezyklus 4, 5 Proben von Patienten vor Zyklus 3 und 1 Probe von einem Patienten vor Zyklus

7. Von den Therapiezeitpunkten vor Zyklus 1, 5, 6 und 8 liegen keine Proben vor.

3.2 Kontrollgruppe

58 Patienten befanden sich in unserer Kontrollgruppe. Davon waren 2 Patienten Normalpersonen
ohne Chemotherapie und wurden ausgeschlossen. Es konnten 75 Proben gewonnen werden, wovon
sich 2 Proben als ABL negativ erwiesen und daher ausgeschlossen wurden. 73 Proben bildeten die

Kontrollgruppe und wurden auf die drei Aberrationen untersucht.
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Proben 2
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verwenbar

nicht verwendbar

56 B Gesamtzahl
Patienten 2
I
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Abbildung 8: Aufschliisselung der gesammelten, ausgeschlossenen und verwendeten Proben und
Patienten der Kontrollgruppe

Bei allen Patienten der Kontrollgruppe wurde ein Non-Hodgkin-Lymphom diagnostiziert. Sie
erhielten konventionelle Normaldosis- bzw. Niedrigdosistherapie; davon erhielt 1 Patient zusétzlich
Radiotherapie.

Die RNA-Konzentration in den Proben betrug 8- 633 pg/ul, der Mittelwert lag bei 149,8 pg/ul.

Auftreten und Verteilung der Mutationen sind im Folgenden veranschaulicht:

t(9;22) t(8;21) inv(16)
negativ 71 73 72
positiv im Doppelansatz 0 0 0
positiv 1 von 2 2 0 1
positiv gesamt 2 0 1
Anteil an der Gesamtprobenzahl in % 2,7 0 1,4

Tabelle 10: Anteil und Verteilung positiver Proben des Kontrollkollektivs
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Keine der Proben war im Doppelansatz positiv. Es bleiben insgesamt 3 eindeutig positiv getestete

Proben mit Banden in der erwarteten Hohe.

Im Folgenden sind die Gele der Kontrollgruppe mit positiv getesteten Proben dargestellt.

Translokation t(9;22)

Abbildung 9: Positivgel 5 - 31: DNA-Leiter, 2: negativ
getestete Patientenproben; 3: im Doppelansatz einfach
positiv getestete Probe k043-1; 4: im Doppelansatz
einfach positiv getestete Probe k044-1; 5: Negativ-
kontrolle; 6: Positivkontrolle
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Translokation t(8;21)

Keine positiven Testungen vorhanden.

Inversion 16

Abbildung 10: Positivgel 6 - 1: DNA-Leiter; 2: negativ getestete Patientenproben; 3: im
Doppelansatz einfach positiv getestete Probe 076-1; 4: Negativkontrolle; 5: Positivkontrolle

Mit folgender Tabelle werden die positiv getesteten Patienten von Studien- und Kontrollkollektiv

gegeniibergestellt und den einzelnen Aberrationen zugeordnet :

%(9;22) t(8;21) inv(16) total
Studiengruppe 096-3 0 044-4 8
094-3 064-4
121-4Aph
124-2
127-2PB
129-1
Kontrollgruppe k043-1 0 k076-1 3
k044-1
total 4 0 7 11

Tabelle 11: Gegeniiberstellung der positiven Testungen von Studien- und Kontrollkollektiv
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Kontrollgruppe 1

gesamt
Inv 16
W t(9;22)

Studiengruppe 6
- 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 11: Gegeniiberstellung der positiven Testungen von Studien - und
Kontrollkollektiv ( t(8,;21) ohne positive Testung)

Die Sensitivitit der quantitativen PCR betrug fiir alle Aberrationen 107, fiir die nested PCR 10,

31



4. Diskussion

Sekundirleukdmien als Folge von Hochdosischemotherapien fiir hdmatologische und solide
Neoplasien sind ein bekanntes Problem in der Onkologie und daher Gegenstand umfangreicher
klinischer Forschung (Pedersen-Bjergaard et al. 2000). In mehreren Studien mit NHL-Patienten
wurde retrospektiv ein klarer Zusammenhang zwischen der Anwendung von Chemotherapeutika und

dem Auftreten von Sekundirleukdmien aufgezeigt (Hosing et al. 2002, Armitage et al. 2003).

Anthrazykline wie Idarubicin, Daunorubicin und Doxorubicin hemmen die Zellteilung indem sie auf
die DNA interkalierend wirken und freie Radikale entstehen lassen, welche die Zellmembran
schédigen. Alkylantien (z.B. Cyclophosphamid) fiihren durch den Einbau von Alkylgruppen in die
DNA zu Doppelstrangbriichen und damit ebenfalls zum Abbruch der Replikation und zur Apoptose.
Eine dhnliche Wirkung hat Etoposid — neben Einzel- und Doppelstrangbriichen wird auBerdem die
Topoisomerase II gehemmt und damit eine erfolgreiche Zytokinese verhindert.

Das Alkaloid Vincristin unterbricht durch seine Bindung an Tubulin die Ausbildung von Mikrotubuli
bei der Mitose und induziert damit ebenfalls den  programmierten Zelltod.
Die hier angefiihrten Medikamente konnen sowohl einzeln als auch kumulativ genetische
Aberrationen generieren und haben damit ein hohes leukdmogenes Potenzial. So traten bei mit
Topoisomerase-II-Inhibitoren behandelten Patienten héufig Translokationen an den Chromosomen
11923 und 21g22 auf (Anderson et al. 1998). Alkylierende Substanzen stehen im Zusammenhang mit
unbalancierten Translokationen und Chromosomenverlusten an Chromosom 5 und 7, und fiihren zu
einem myelodysplastischem Verlauf (Thirman et al. 1996), wéihrend Translokationen an 21q22,
inv(16), t(15,17) und t(9,22) haufiger bei mit Anthrazyklinen vorbehandelten Patienten auftreten und
eine t-AML induzieren (Anderson et al. 1998).

Dabei sind bestimmte genetische Mutationen fiir die Induktion einer Leukdmie kausal und
prognostisch relevant und dariiber hinaus auch indikativ fiir einzelne Subtypen. So ist die
Translokation t(8;21), AMLI-ETO die hdufigste chromosomale Aberration bei AML. Der AML-
FAB-Subtyp M4Eo korreliert mit der Inversion 16 (Fusionsgen CBFB-MYHI1) und die
Translokation t(9;22) (Fusionsgen BCR-ABL) kann sowohl bei CML, AML als auch der ALL

auftreten.

Der GroBteil der bisherigen Studien betrachtet die auftretenden Mutationen bzw. die Entwicklung

von therapieassoziierten Leukdmien retrospektiv. Damit ist nicht eindeutig ableitbar, wann die
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Translokationen entstehen, wie lange sie einer therapieassoziierten Leukdmie vorausgehen und ob sie

in jedem Falle indikativ fiir die Entstehung einer solchen sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde prospektiv das Auftreten von therapieassoziierten Gen-
verdnderungen wihrend und nach einer hochdosierten Chemotherapie bei Patienten mit Non-
Hodgkin-Lymphom untersucht. Im Vergleich dazu wurde eine Patientengruppe unter konventioneller
Therapie untersucht. Beide Kollektive wurden mittels quantitativer und nested RT-PCR auf das
Vorliegen von leukdmieassoziierten Aberrationen getestet. Die Sensitivitdten fiir die quantitative PCR
betrugen fiir alle drei Aberrationen 107, fiir die nested PCR 10*. Da unsere Untersuchungen zu
verschiedenen Therapiezeitpunkten vorgenommen wurden, konnte auch aufgezeigt werden, wann es
zum Auftreten aberranter Klone kam. Bei 6 von 8 positiv getesteten Patienten traten die Aberrationen
vor dem letzten Therapiezyklus und im Restaging, also nach Abschluf3 der Chemotherapie (je 3
Patienten) auf. Hieraus kann ein Zusammenhang zwischen der Therapiedauer und dem Auftreten der
jeweiligen Mutationen hergestellt werden. Die Beobachtung, dass Aberrationen nicht sofort zu
Beginn sondern im Verlauf oder nach Abschlul einer Therapie auftreten spricht fiir einen
kumulativen Dosiseffekt, der auch von Organtoxizititen wie beispielsweise der Kardiotoxizitdt von

Anthrazyklinen bekannt ist.

Im Hochdosiskollektiv der Studiengruppe wurden folgende Héufigkeiten der untersuchten
Aberrationen nachgewiesen: t(9;22): 3,1%, inv(16): 9,2% und t(8;21): 0% der Proben. Eine
wahrscheinliche Ursache des deutlich erh6hten Anteils von Patienten mit therapieassoziierten
Aberrationen in der Studiengruppe ist die erhohte Genotoxizitit des dosisintensiven MegaCHOEP-
Therapieschemas, denn die Kontrollgruppe mit konventioneller Therapie zeigt bei inv(16) mit 1,4 %
(1 von 73 Proben) einen deutlich niedrigeren Wert. Die Haufigkeit der Transkripte fiir t(9;22) liegt
bei 2,7% und T(8; 21) bei 0 %. Besonders die Inzidenz der Inversion 16 in der Studiengruppe ist
gegeniiber dem Kontrollkollektiv erhoht. Fiir die Translokation t(9;22) und t(8;21) ergibt sich
hingegen kein klarer Unterschied zwischen der Studiengruppe und der Kontrolle. Moglicherweise
wird daher die Inversion 16 besonders hdufig durch eine dosisintensive Therapie induziert. Allerdings
sind valide Aussagen erst durch die Untersuchung gro3erer Probenmengen mdglich. Festzuhalten
bleibt jedoch, dass offensichtlich die dosisintensive Therapie mit MegaCHOEP zu einer erhohten
Inzidenz von therapieassoziierten genetischen Veridnderungen fiihrt.
Retrospektive Studien bestdtigen einen Zusammenhang zwischen der Anwendung von
Topoisomerase-II-Hemmern, die auch in dem MegaCHOEP-Schema eskaliert eingesetzt werden und
dem Auftreten von t-AML mit inv(16) und t(8;21).

Die Studiengruppe um Schnittger et. al. (2007) fand bei t-AML mit inv(16) ein signifikant kiirzeres

ereignisfreies Uberleben im Vergleich zu de-novo AML. Dariiber hinaus wiesen diese Patienten
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hiufig weitere Mutationen auf (Paschka et al. 2013, Goemans et al. 2005, Haferlach et al. 2010). Ein
Zusammenhang von t-ALL mit dem vorherigen Einsatz alkylierender Substanzen oder
Topoisomerase-II-Hemmern wurde von diversen anderen Autoren ebenfalls beobachtet. In einer
aktuellen Studie (Tang et al. 2012) gibt es Hinweise auf das Auftreten von t-ALL nach der
Anwendung von Topoisomerase -II- Inhibitoren und/ oder alkylierenden Substanzen. Die
Translokationen bzw. Deletionen betrafen hier jedoch Chromosom 11g23. Der prognostische Nutzen

dieser Erkenntnisse ist bisher unklar.

Obwohl die Verwendung von Alkylanzien und Topoisomerasehemmer eindeutige Risikoparameter
fiir die Entstehung von t-AML/MDS sind, spielen moglicherweise weitere Faktoren eine Rolle.

Fiir weitere Studien wire es von Interesse, auch die Lebensweise und priadisponierende Faktoren wie
Rauchen, Komorbidititen, Erndhrungsweise und Lebensgestaltung der Patienten vor, wéhrend und
nach Chemotherapie zu dokumentieren. Auch eine familidre Pradisposition kann eine Rolle spielen.
In der Studie von Braun und Fenaux (2013) wird ein Zusammenhang von Autoimmunerkrankungen
und der Entstehung myelodysplastischer Syndrome diskutiert. Es gibt in neueren Untersuchungen
(Anderson et al. 2009, Bernatsky et al. 2008) Hinweise auf ein signifikant erhohtes Risiko fiir
Patienten mit Autoimmunerkrankungen unter Chemotherapiebehandlung eine AML/MDS zu
entwickeln. Als Ursache werden die autoreaktive Immunreaktion als Ganzes und speziell im
Knochenmark sowie die Behandlung mit Immunsupressiva (insbesondere Cyclophosphamid)
angenommen. Diese zusdtzlichen Faktoren wurden in unserem Kollektiv nicht untersucht.
Weiterfiihrende Studien unter Beriicksichtigung ergénzender Risikofaktoren, wie den genannten,
konnten zukiinftig dazu dienen, Patienten mit besonders hohem Risiko therapieassoziierter

AML/MDS zu identifizieren.

Die in der Studie prospektiv ermittelte Haufigkeit leukédmieassoziierter Aberrationen ist klinisch
bisher nicht relevant, da bisher kein untersuchter Patient eine feststellbare t-AML/MDS entwickelt
hat. Weder aus dieser noch aus den bislang vorliegenden retrospektiven Studien ist ableitbar, ob der
Nachweis der genetischen Aberrationen indikativ fiir eine sich entwickelnde therapieassoziierte
Leukimie ist. Die genetischen Aberrationen, welche mit der Entwicklung von t-AML/MDS, t-ALL
und t-CML korrelieren sind zahlreich. Diese Heterogenitdt konnte in dieser Dissertation nicht
abgebildet werden. Eine weitere wesentliche Aussage dieser prospektiven Untersuchung ist daher,
dass ein prospektives Screening auf therapieassoziierte genetische Aberrationen bei Patienten mit
Chemotherapie nicht sinnvoll erscheint. Die wesentliche Beobachtung, die zu dieser klinisch
relevanten Folgerung fiihrt, ist die erwédhnte Tatsache, daB3 trotz nachgewiesener therapieassoziierter
Aberrationen die betreffenden Patienten bislang nicht erkrankten. Dariiber hinaus stirken weitere

Beobachtungen bzw. Schluflfolgerungen diese These. So lassen sich typische AML-assoziierte
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Aberrationen auch bei Gesunden nachweisen, z.T. auch bei Neugeborenen. Biernaux et al. (1995)
untersuchten ein Kollektiv von 117 gesunden Patienten, zusammengesetzt aus 73 Erwachsenen, 22
Kindern und 22 Nabelschnurblutproben auf t(9;22). Bei einem Kind und 22 Erwachsenen konnte
positiv auf das Vorliegen des BCR-ABL-Fusionsgens getestet werden, die Proben aus
Nabelschnurblut waren negativ. Fiir diese Studie ergibt sich damit ein wahrscheinliches Auftreten
positiver Testungen von 19,7%. Die Sensitivitit der PCR lag bei 10, Die Korrelation von steigendem
Lebensalter und hiufigeren positiven Testungen spricht gegen falsch positive Messergebnisse bei
hohen PCR-Sensitivititen und stiitzt die These der steigenden AML-Inzidenz mit fortschreitendem
Lebensalter. Biasecke et al. (2002) untersuchten ebenfalls Proben von 22 gesunden Erwachsenen,
davon 4 Patienten mit Neoplasie (NHL, MDS) sowie 156 Proben aus Nabelschnurblut auf das
Vorhandensein aberranter Klone von t(8;21). Positive Testungen auf AML1/ETO lagen bei 27% bei
den Erwachsenen und 40% bei den Nabelschnurblutproben. Die Studiengruppe um Song et al. (2011)
untersuchte gesunde Individuen von 0 bis <55 Jahren auf t(9;22), t(8;21) und inv(16) sowie 50
Nabelschnurblutproben auf t(9;22). Die Inzidenz bei den Nabelschnurblutproben lag bei 58%. Die
Inzidenz fiir t(9;22) betrug bei Fusionstranskript BCR-ABLp190 74%, fiir BCR-ABLp210 42%. Fiir
AMLI-ETO lag die Inzidenz bei 18%, fir CBF-MYHI11 lag sie bei 3%. Die Sensitivitit der nested
PCR wurde mit 10 angegeben. Die Autoren stimmen in der SchluBfolgerung iiberein, daB das

Vorhandensein aberranter Klone nicht per se zur Entstehung einer Leukdmie fiihrt.

Andere Ursachen fiir die ermittelten Haufigkeiten miissen ebenfalls in Betracht gezogen werden.

Obwohl die RT-PCR ein hochempfindliches Verfahren ist, ermoglicht sie doch keine Aussage iiber
die Vitalitit der Zellen mit den genetischen Aberrationen. Da mehrere repetitive PCR-Zyklen
durchlaufen werden, ist auch von einer eher kleinen Anzahl aberranter Zellen auszugehen. Es besteht
die Moglichkeit einer positiven Testung von Zellen, bei denen interne Regulationsmechanismen
bereits zum programmierten Zelltod (Apoptose) gefiihrt haben und die avital sind, mithin also nicht
Ursprung einer Leukdmie sein konnen. AuBerdem kann es sich bei den therapieassoziierten
Aberrationen moglicherweise um ein zelluldres Geschehen mit transientem Charakter handeln, das
durch zelluldire Reparaturmechanismen behoben wird und daher nicht zur Etablierung einer

neoplastisch verdnderten Zelle und zur Entwicklung einer Leukédmie fiihrt.

In der Studie von Imrie et al. (1998) entwickelten 11% der untersuchten Patienten nach autologer
Knochenmarkstransplantation und Behandlung mit Chemotherapeutika und Radiatio zytogenetische

Auffilligkeiten, woraus sich wihrend des 70monatigen follow-ups ebenfalls bei keinem eine t-
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AML/MDS nachweisen lie. Auch in dieser Studie entwickelte bisher keiner der untersuchten

Patienten eine klinisch feststellbare t-AML/MDS.

Zusammenfassend sind therapieassoziierte Leukédmien und myelodysplastische Syndrome eine
wichtige  Komplikation nach chemotherapeutischer Behandlung, insbesondere nach
Hochdosistherapien. Es ist wiinschenswert, im Vorfeld oder im Verlauf Patienten zu identifizieren,
die ein hohes Risiko fiir die Entwicklung dieser therapieassoziierten Erkrankungen haben. Das
Problem ist, daf} diese Erkrankungen bislang liberwiegend retrospektiv untersucht worden sind. Wir
versuchten daher prospektiv Risikopatienten, die noch unter Chemotherapie standen, zu identifizieren.
Hierzu untersuchten wir das Auftreten typischer t-AML-assoziierter genetischer Aberrationen.
Obwohl wir eine erhdhte Inzidenz dieser Aberrationen, insbesondere unter hochdosierter Therapie
fanden, entwickelte keiner dieser Patienten eine therapieassoziierte Erkrankung. Daher schienen
therapieassoziierte genetische Verdnderungen unter diesen Bedingungen nicht indikativ fiir die
Entwicklung solcher Folgeerkrankungen zu sein und lediglich eine voriibergehende genetische
Schiadigung anzuzeigen. Bis zu diesem Zeitpunkt besteht daher keine klinische Konsequenz und
daher auch keine zwingende klinische Notwendigkeit eines posttherapeutischen Screenings auf

therapieassoziierte genetische Aberrationen.

36



5. Zusammenfassung

Sekundirleukdmien nach Hochdosischemotherapien sind ein bekanntes Problem. Bisher lieB3 sich
nicht eindeutig kldren, wann leukdmogene Klone entstehen und wie lange sie einer klinisch
erfassbaren t-AML/MDS vorausgehen. Diese Studie sollte die Frage beantworten, ob ein
prospektives Screening mittels PCR wéhrend und nach Chemotherapie sinnvoll ist, um eine sich
entwickelnde Leukidmie frithzeitig zu identifizieren und ob ein Zusammenhang zwischen dem

Auftreten aberranter Zelle mit der Dosisintensitdt der Chemotherapie besteht.

Im Hinblick auf diese Fragestellung wurden Non-Hodgkin-Patienten in mittlerer und hochdosierter
Chemotherapie nach dem MegaCHOEP-Schema mit einer Kontrollgruppe in konventioneller CHOP-
Therapie auf t-AML/MDS-assoziierte genetische Aberrationen t(9;22), t(8;21) und inv(16) mittels

RT-PCR untersucht und miteinander verglichen.

Bei den 65 Patientenproben der Studiengruppe wurden fiir Fusionstranskript BCR-ABL 3,1%, fiir
AMLI/ETO 0% und fiir CBFB-MYHI11 9,2% der Proben positiv getestet. Dem gegeniiber steht die
Kontrollgruppe mit 73 Proben; davon fiir t(9;22) 2,7%, fir inv(16) 1,4% und t(8;21) 0%.

Der vergleichsweise hohe Anteil der positiv auf inv(16) getesteten Proben hiangt sehr wahrscheinlich
mit der hoheren Genotoxizitit des CHOEP- bzw. MegaCHOEP-Therapieschemas gegeniiber dem

konventionellen CHOP-Protokoll zusammen.
Die Haufigkeit therapieassoziierter Aberrationen ist viel grofler als die der klinisch entstehenden

therapieassoziierten Leukédmien. Daher erscheint die prospektive molekulargenetische Diagnostik

keine sinnvolle Maflnahme zur t-AML/MDS-Fritherkennung zu sein.
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