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1 Einleitung

1.1 Akute lymphatische Leukamie im Kindesalter
1.1.1 Definition, Epidemiologie und historischer Hintergrund

Maligne Tumoren und Leukamien sind seltene Erkrankungen im Kindesalter.
Jahrlich erkranken in Deutschland circa 1800 Kinder unter 15 Jahren an einer
Krebserkrankung. Aufgrund der Malignitat sind Tumorerkrankungen nach Unfal-
len die zweithaufigste Todesursache nach dem ersten Lebensjahr. Leukamien,
myeloproliferative und myelodysplastische Erkrankungen sind mit 34% aller
Malignome die haufigsten Krebserkrankungen bei Kindern im Alter von unter
15 Jahren, gefolgt von Tumoren des Zentralnervensystems (ZNS) mit etwa 24%
und Lymphomen mit circa 11% [1]. Die akute lymphatische Leuk&mie (ALL) ist
mit 27% aller Malignome die haufigste Krebserkrankung im Kindesalter und be-
trifft pro Jahr in Deutschland etwa 600 neue Patienten [1]. Eine ALL kann in al-
len Altersstufen auftreten und hat eine Inzidenz von 1,5/100.000 Einwohner pro
Jahr. Der absolute Haufigkeitsgipfel (5,3/100.000) liegt mit 80% aller ALL im
Kindesalter (junger als 4 Jahre) gefolgt von einem zweiten Gipfel ab einem Alter
von 80 Jahren (2,3/100.000). Daruber hinaus ist eine Pradominanz des mannli-

chen Geschlechtes (1:1,4) zu verzeichnen [1-3].

Leukamien sind bosartige, hamatopoetische Erkrankungen, die durch eine klo-
nale Vermehrung unreifer Leukozyten (Leukoblasten) im Knochenmark charak-
terisiert sind. Je nach Verlaufsform unterscheidet man akute und chronische
Leukamien. Die akuten Leukamien konnen in zwei Erscheinungsformen auftre-
ten, wobei es bei der ALL zu einer Entartung der lymphozytaren Vorstufen des
lymphatischen Gewebes kommt, wahrend bei akuten myeloischen Leukamien
(AML) die Zellen der Myelopose im Knochenmark ein malignes Wachstum auf-
weisen. Das charakteristische Merkmal der ALL ist eine pathologische Prolifera-
tion in der B- oder T-Zellreihe. Diese undifferenzierten, bosartigen Vorlauferzel-
len (Leukoblasten) reifen nur bis zu einer bestimmten Differenzierungsebene
aus und akkumulieren dann im Knochenmark, im Blut sowie in lymphatischen

Geweben (Lymphknoten, Milz) und in nicht-lymphatischen Geweben (ZNS,



Knochen). Durch ihr ungesteuertes Wachstum wird die physiologische Hamato-
poese im Knochenmark supprimiert und verdrangt. Die Folge sind Anamien,
Thrombo- und Granulozytopenien mit den klinischen Symptomen von Blasse,
Fatigue-Symptomatik, Hamatomneigung und Infektanfalligkeit. Dartber hinaus
kommt es bei einer weiteren Vermehrung der lymphatischen Blasten zu einer
extramedullaren Infiltration, die sich klinisch durch Knochenschmerzen, einer
generalisierten Lymphadenopathie, einer Hepatosplenomegalie sowie einer

Meningeosis leucaemica darstellen kann.

Der friUheste Bericht Uber Leukamien geht auf Alfred-Armand-Louis-Marie Val-
peau im Jahr 1827 zuruck [4]. In den Jahren 1844/45 beschrieben Alfred Donné
[5], John Bennett [6] und Rudolf Virchow [7] unabhangig voneinander die starke
Vermehrung von weif3en Blutkdrperchen, ehe 1847 Rudolf Virchow [8] den Be-
griff ,Leukamie® (griechisch fur Weillblutigkeit) pragte. Erst mit der Entwicklung
von Farbeverfahren fur Blutausstriche durch Paul Ehrlich [9] im Jahr 1878 und
der Beschreibung der Myeloblasten und Myelozyten durch Otto Naegeli [10]
konnte man neue Erkenntnisse uUber die Morphologie der Leukamie gewinnen
und zwischen den verschiedenen Erscheinungsformen differenzieren. Mit der
Erkenntnis des gemeinsamen Ursprungs von Erythrozyten und Leukozyten aus
einer Stammzelle legte Hans Hirschfeld [11] den Grundstein fur das heutige
Verstandnis des Krankheitsbildes.

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Verschiedene bisher noch nicht bekannte Ursachen konnen zu Veranderungen
einer lymphatischen Zelle mit maligner Entartung fihren. Bei der Ursachenfor-
schung konnten inzwischen diverse Faktoren identifiziert werden, die mit einer

erhohten Inzidenz akuter Leukamien assoziiert sind.

Die hohe Anzahl an Neuerkrankungen im Kindesalter spricht daflr, dass erbli-
che Komponenten eine entscheidende Rolle spielen. Diese verursachen unter-
schiedliche Modifikationen in den Stammzellen und stéren den normalen Reife-
prozess der weilden Blutkorperchen. Die Konkordanzrate bei eineiigen Zwillin-
gen untermauert diese Theorie. So konnte bewiesen werden, dass der nicht



erkrankte Zwilling ein um 20% erhohtes Erkrankungsrisiko gegenuber einem
nicht verwandten Kind besitzt [12]. Geschwisterkinder und zweieiige Zwillinge
haben ein zwei- bis vierfach erhdhtes Risiko, ebenfalls zu erkranken [13]. Auch
bestimmte chromosomale Stoérungen wie das Down-Syndrom, die Fanconi
Anamie, die Neurofibromatose, die Agammaglobulindmie oder kongenitale De-
fekte von DNA-Reparaturmechanismen, z. B. die Ataxia teleangiectasia, sind
mit Leukamien assoziiert [14-16].

Andere Ansatze beschreiben eine monoklonale Entstehung praleukamisch ver-
anderten Materials bei einem Zwilling und einer ,Metastasierung” Gber die pla-
zentare Gefallverbindung in den anderen Zwilling. Karin B. Gale und Anthony
M. Ford konnten beweisen, dass 70% aller erkrankten Zwillinge bis zum 13.
Lebensjahr bereits zu Geburt praleukamische Zellen mit den gleichen moleku-
largenetischen Marker aufwiesen [17-19].

Laut der Knudson-Hypothese sind zwei genetische Veranderungen fur die Ent-
stehung eines Tumors ausreichend [20]. Diese Hypothese wurde von Mel
Greaves auf die kindlichen Leukamien Ubertragen, wobei man davon ausgeht,
dass eine erste genetische Veranderung bereits in utero stattfindet und die
zweite, welche die Leukamie auslOst, durch bestimmte Expositionen hervorge-
rufen wird [21]. Studien bei erkrankten Kindern konnten durch retrospektive Un-
tersuchungen aus Guthrie-Karten-Blut beweisen, dass Kinder, die spater an
einer Leukamie erkrankt sind, bereits kurz nach der Geburt praleukamische
Anomalien aufwiesen [22]. Tatsachlich besitzen viel mehr Neugeborene diese
veranderte praleukamischen Oberflachenexpression als spater an Leukamie
erkranken, sodass ein zusatzliches postnatales Ereignis unerlasslich ist, um

den onkogenen Prozess in Gang zu setzen.

Zu diesen postnatalen Einflussen zahlen beispielsweise ionisierende Strahlun-
gen. Aber auch das konventionelle Rontgen, besonders bei Exposition in utero
oder im frhen Kindesalter, erhdht das Risiko, an einer ALL zu erkranken. Die
hohe Inzidenz von Leukamien unter den Uberlebenden der Atombombenexplo-
sionen im zweiten Weltkrieg in Japan ist der traurige Beweis der leukamieaus-

I6senden Wirkung ionisierender Strahlung [23].



Als weitere Risikofaktoren gelten karzinoide Chemikalien (u.a. Benzol und Pes-
tizide), Strahlen- und Chemotherapie im Rahmen einer vorherigen Tumorbe-
handlung [24] sowie Tumorviren. Nach der Erkenntnis, dass das humane T-
Zell-Leukamie-Virus-Typ | (HTLV I) mit der Erwachsenen T-Zell-Leukamie und
das Epstein-Barr-Virus mit dem Hodgkin- und Burkitt-Lymphom assoziiert ist,
wurden Mutmaliungen angestellt, dass die ALL bei Kindern eine durch Viren
mitverursachte Krankheit sein konnte [25, 26].

1.1.3 Diagnostik, Klassifikation und Risikostratifizierung

Bei Verdacht einer Leukamieerkrankung ist die Durchfuhrung einer Knochen-
markspunktion obligatorisch. Durch mikroskopische Untersuchung des Kno-
chenmarks kann anhand der Zytomorphologie der Verdacht einer akuten Leu-
kamie geaullert werden, wenn mindestens 20 bis 25% lymphatische Blasten im
Knochenmark zu finden sind. Anhand bestimmter Proteine an der Zelloberfla-
che der Leukamiezellen unterscheidet man zwischen verschiedenen Subtypen
der akuten lymphathischen Leukamie, die aufgrund verschiedener Therapiean-
satze Einfluss auf die Prognose haben. Zur Diagnosebestatigung und Klassifi-
kation dient die durchflusszytometrische Immunphanotypisierung. Mithilfe die-
ser Immunphanotypisierung konnte man herausfinden, dass circa 85% aller
padiatrischen ALL der B-Zell- und circa 15% der T-Zell-Reihe zuzuordnen sind.
Daruber hinaus kann man Subtypen der ALL nach ihrem Reifegrad einteilen,
wie in Abbildung 01 dargestellt ist:
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Abbildung 01: Subtypen der ALL aus den lymphatischen Zellen der verschiedenen Rei-

festufen. Grafik enthommen aus [27].

Unspezifische und unreife Zellen findet man bei der pro-B-ALL, gefolgt von der
common-B-ALL, der pra-B-ALL bis zur reifen-B-ALL. Die reife B-ALL ahnelt am
ehesten dem physiologischen Lymphozyten und wird auch als Burkitt Lymphom
bezeichnet. Gleiches qilt fur die T-Zell-Linie, die sich in pro-T, pra-T, kortikale

und reife T-Zell-ALL unterscheidet (siehe Abbildung 02) [28].
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Abbildung 02: Relative Haufigkeit der Immunphéanotypen bei Patienten mit ALL basie-
rend auf der EGIL Klassifikation (European Group for Immunological Characterization

of Leukemias) [29]. Daten enthommen von [27].

Eine wesentlich sensitivere Methode als die ublichen Verfahren (Zytomorpholo-
gie, Immunphanotypisierung) ist das molekulare Monitoring der Resttumorlast
(-Minimal Residual Disease”, MRD). Mithilfe einer Echtzeit Polymeraseketten-
reaktion (PCR) ist der Nachweis von lymphatischen Blasten weit unterhalb der
zytologischen Nachweisgrenze noch moglich. Dabei kann eine einzelne Leu-
kamiezelle unter 10.000 bis 100.000 gesunden Zellen detektiert werden, so-
dass es moglich ist, dass bei Patienten Leukamiezellen nachgewiesen werden,
obwohl sie sich klinisch als auch zytologisch in Remission befinden. Der MRD-
Wert wird im Therapieverlauf mehrfach ermittelt, um zu bestimmen, zu welchem
Grad der Patient auf die Therapie anspricht. Derzeit ist der MRD-Wert, der
wichtigste klinische Prognosefaktor, dem zugleich eine entscheidende Bedeu-
tung bei der Risikostratifizierung und Therapiesteuerung zukommt [30, 31].

Zusatzlich werden strukturelle Aberrationen im Zellkern mittels Zytogenetik un-

tersucht. So werden beispielsweise Translokationen zwischen Chromosomen



12 und 21 (TEL/AML1) detektiert. Patienten mit einem TEL/AML1 Fusionsgen
haben im Vergleich zu Patienten mit einem Philadelphia Chromosom
(t (9;22), BCR-ABL-Fusionsgen) und solchen ohne Translokationen eine gute

Prognose [32]. In Tabelle 01 sind die wesentlichen zytogenetischen Aberratio-

nen aufgelistet, die fur die Risikostratifizierung von Bedeutung sind:

Zytogenetische Gen Subtyp der | Prognose

Veranderung Leukamie

Hyperdiploidie (>50 ) gunstig

Hypodiploidie (<45) ungunstig

Chromosomen- TEL/AML 1 | B-Vorlaufer | gunstig

translokation ALL

t (12;21)

Chromosomen- E2A-PBX1 | pra-B-ALL gunstig

translokation t (1;19)

Chromosomen- BCR-ABL | Ph1- ungunstig, aber

translokation t (9;22) positive ALL | neue spezifische Thera-
pieansatze durch
Tyrosinkinaseinhibitoren

Chromosomen- AF4-MLL pro-B-ALL ungunstig

translokation t (4;11)

Tabelle 01: Risikostratifizierung, basierend auf [28, 33].

Ebenso sollte bei jedem Patient mit der morphologisch gesicherten Diagnose
einer Leukamie eine Lumbalpunktion durchgefuhrt werden, um den prognos-
tisch ungunstigen Faktor einer ZNS-Beteiligung auszuschliefen. Finden sich
mehr als 5 Leukamiezellen/ul Liquor ist der Patienten ZNS positiv und erhalt
zusatzlich eine adaquate ZNS-Behandlung [34].

Zunehmend werden biologische Marker bei verschiedenen Tumoren zur Risi-
kostratifizierung herangezogen. Beispielweise gilt die Amplifikation von N-Myc

bei Neuroblastomen als wichtigstes molekulares Kriterium und ist mit einer



schlechteren Prognose assoziiert [35]. Gleiches gilt fur das BRCA1-Gen, wel-
ches die Wahrscheinlichkeit eines Mamma- oder Ovarialkarzinoms erhoht [36].
Aufgrund dieser Erkenntnisse ist man bestandig auf der Suche nach neuen Ri-
sikostratifizierungsmarkern, um die Krankheits- und Risikobeurteilung zu opti-
mieren und die Therapie bei gleichzeitiger Prognoseverbesserung zu intensivie-
ren. Im Zusammenspiel des Immunsystems nehmen Zytokine eine zentrale Rol-
le ein, weshalb nicht nur die Zytokine selbst, sondern auch ihre Genpolymor-
phismen, zunehmend in den Fokus von Risikostratifizierungsuntersuchungen

rucken.
1.1.4 Therapie und Prognose

Die ALL ist keine einheitliche Erkrankung, sondern umfasst verschiedene Sub-
gruppen, die sich hinsichtlich des Krankheitsverlaufs, der Prognose und der
Therapie deutlich voneinander unterscheiden. Aus diesem Grund sollte eine
risikoadaptierte Therapiestrategie verschiedene biologische Parameter (initiale
Blastenzahl, Zytogenetik, Therapieansprechen usw.) einbeziehen. Durch eine
exakte Bestimmung der Risiko- und Prognosefaktoren werden Patienten ge-
maf der AIEOP-BFM ALL 2009 in verschiedene Risikogruppen eingeteilt (HR -
Hochrisiko, MR - mittleres Risiko, SR - Standardrisiko). Dies gewahrleistet eine
individuelle Therapieintensivierung bei einer Hochrisikoleukdmie und ermaglicht
gleichzeitig bei gunstiger Prognose einen Verzicht auf toxische Substanzen.

Die Therapie der ALL umfasst eine intensive zweijahrige Polychemotherapie
und unterteilt sich in mehrere Phasen: Induktions-, Konsolidierungs-, Reindukiti-
onsphase. Nach diesen drei intensiven Behandlungsabschnitten schlief3t sich
die Erhaltungstherapie bis zum Ende des zweijahrigen Therapiezeitraums an.
Der radikalen Reduktion der Tumorlast mit Wiederherstellung der normalen
Hamatopoese und dem Erreichen einer kompletten Remission stehen viele Ne-
benwirkungen der Chemotherapeutika mit ihren Spatfolgen gegenuber. Vor
diesem Hintergrund ist es wichtig, eine bestmdgliche Risikostratifizierung vor-
zunehmen, um die Prognose im Rahmen einer individualisierten Therapie lang-

fristig zu verbessern und daruber hinaus Nebenwirkungen zu minimieren.



Kinder, bei denen nach der Induktionsphase noch uber 25% lymphatische Blas-
ten im Knochenmark nachgewiesen werden oder aufgrund anderer Ursachen
dem Hochrisikozweig zugeordnet wurden (z. B. zytogenetische Aberrationen),
erhalten die Indikation fur eine Stammzelltransplantation (SZT). Gleiches gilt fur
Patienten, die ein molekulares Therapieversagen oder ein molekulares Rezidiv
(MRD >10*) wahrend des Behandlungszeitraums oder kurz vor Ende der The-

rapie aufweisen [37, 38].

Durch systematische Erhebung und Auswertung von Daten im Rahmen der
ALL-BFM-Studiengruppe konnte die Prognose kontinuierlich verbessert wer-
den. Seit 1970 bis 2015 stieg die Heilungsrate durch eine einheitliche, multi-
zentrische Therapie von 20% auf 80% bis 90% an. In einzelnen Gruppen, wie
beispielsweise bei Patienten mit einer TEL-AML-Translokation, liegen die Hei-
lungschancen derzeit bei bis zu 98% [1, 39, 40]. Im Falle ungunstiger Risikofak-
toren kann die Heilungschance trotz intensiver Behandlung deutlich unter 80%
liegen. Bei Kindern mit einem Rezidiv geht man von einer 5-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUR) von etwa 35% bis 40% aus [41]. Unbehandelt verlauft
eine akute lymphatische Leukamie innerhalb von Wochen bis Monaten todlich
[42].

1.2 Zytokine
1.2.1 Definition

Zytokine sind kleine, 16sliche Proteine, die die Proliferation, Stimulation und Dif-
ferenzierung verschiedener Zellen modulieren und somit Einfluss auf die Im-
munantwort nehmen. Sie werden unter anderem von Monozyten, Lymphozyten,
Endothelzellen und Fibroblasten gebildet, sind aul3erst potent und erzielen ihre
Effekte bei Konzentrationen von weniger als 10° mol/l [43].

Generell unterscheidet man proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IFN-y,
IL-18, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 von den antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-4,
IL-10, IL-11 und TGF-B1. Eine durch IL-12 initiierte Typ 1 T-Helferzelle (Tn1)
betonte Immunantwort hat eine vermehrte Produktion von IL-2, IFN-y und TNF-



a zur Folge und begunstigt eine zellvermittelte Abwehr. Im Gegensatz dazu ist
die Ty2-Zelle Teil der humoralen Immunitat und ist durch die Zytokine IL-4, IL-6,
IL-10 und IL-13 charakterisiert. T-Helferzellen fordern durch die produzierten
Zytokine ihre eigene Entwicklung und hemmen gleichzeitig die andere T-
Helfersubpopulation. Sowohl Ty1- als auch Ty2-vermittelte Immunantworten
werden durch Antigene induziert und konnen Entzindungsreaktionen auslosen.
Dabei entscheidet letztlich das lokale Gleichgewicht zwischen pro- und antiin-
flammatorischen Zytokinen, ob sich eine Entzindung chronifiziert oder der Pa-
tient gesundet [44].

Diese Einteilung ist eine vereinfachte Darstellung, da es durch deutlich verbes-
serte Untersuchungsmethoden immer schwieriger wird, T-Helferzellen in nur
zwei Gruppen zu unterscheiden. Beispielweise zahlt TGF-f1 zu den Zytokinen,
denen keine sichere pro- bzw. antiinflammatorische Funktion zugeordnet wer-
den kann, weshalb man diesen Zellen die Bezeichnung Tnx0-Zellen gegeben
hat. Aus diesem Grund spricht man heute von einer Ty1- oder Ty2-dominierten
Immunantwort, da belegt werden konnte, dass unter verschiedenen Bedingun-
gen ein und dieselbe Zelle sowohl eine Ty1- als auch eine Ty2-typische Im-

munantwort zeigen kann [45].
1.2.2 Ausgewahlte Zytokine

Viele Infektions-, Autoimmun- oder Tumorerkrankungen scheinen durch das
Produktionsprofil der Zytokine beeinflusst zu werden. Wahrend TNF-a, und
IFN-y durch ihre proinflammatorischen Eigenschaften vor allem der Abwehr von
intrazellularen Erregern dienen, modulieren TGF-f1, IL-6 und IL-10 die B-
Zellaktivierung, deren Wachstum sowie die Immunantwort auf bakterielle Infek-
tionen [46, 47].

In Tabelle 02 wird auf die Funktion der fur diese Arbeit relevanten Zytokine ein-

gegangen:
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Zytokin

Charakteristika

TNF-a

proinflammatorisches Zytokin

Produktionsort: Ty1-Zellen und Monozyten

verstarkt die lytische Wirkung von Makrophagen

stimuliert die Produktion von neutrophilen Granulozyten und
verbessert ihre Funktion

TGF-B1

sowohl pro- also auch ein antiinflammatorisches Zytokin
Produktionsort: Makrophagen, Monozyten ggf. Tumorzellen
(fortgeschrittenes Stadium)

inhibiert Ty1-Zellen, zytotoxische T-Zellen, naturliche Killerzellen
und neutrophile Granulozyten

wirkt bei Tumoren als Tumorsuppressorgen antiangiogenetisch,
antiproliferativ und proaptotisch

kann als Tumorpromotor bei gleichzeitiger Suppression des
Immunsystems wirken

Forderung der Fibrosierung sowie der Neoangiogenese
(Wundheilung)

stimuliert gemeinsam mit IL-10 den Klassenwechsel in B-Zellen

auf Immunglobulin A Antikorper (IgA)

IL-10

antiinflammatorisches Zytokin

Produktionsort: Th2-Zellen und Monozyten

hemmt die lytische Wirkung von Makrophagen

fordert die Proliferation sowie Differenzierung der B-Zelle zur
Plasmazelle

stimuliert zytotoxische T-Zellen

IFN-y

proinflammatorisches Zytokin
Produktionsort: Ty1-Zellen und naturliche Killerzellen
verstarkt die lytische Wirkung von Makrophagen

bewirkt einen Klassenwechsel der Antikorper von IgM zu IgG
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IL-6 * proinflammatorisch (stimuliert IFN-y-Ausschuttung) als auch anti-
inflammatorisch (inhibiert die Synthese von TNF-a)

* Produktionsort: Ty2-Zellen, Monozyten, Makrophagen und
Epithelien

» stimuliert Ausschuttung von Akute-Phase-Proteinen in Hepatozy-
ten

* regt die Sekretion von Immunglobulinen an

* diagnostische Bedeutung als Verlaufsparameter bei bakteriellen

Infektionen (Sepsis)

Tabelle 02: Zusammenfassende Charakterisierung der fir diese Studie relevanten Zy-
tokine, basierend auf [48-56].

1.2.3 Polymorphismen

Ein entscheidender Faktor zur Verbesserung der ALL-Therapie ist die Suche
nach und Identifizierung von Risikofaktoren, die Einfluss auf den Krankheitsver-
lauf und die Prognose nehmen oder mit Komplikationen assoziiert sind. Da Zy-
tokine eine SchlUsselrolle bei der Regulation der Immunantwort spielen, konn-
ten Varianten innerhalb dieser Gene Einfluss auf den Verlauf einer ALL neh-

men.

Allele sind Variationen eines bestimmten Gens an einer bestimmten Position
(Genlocus), die durch Amplifikation, Insertion, Deletion oder Substitution einzel-
ner Nukleotide oder Genabschnitte sowohl in somatischen Zellen als auch in
Keimzellen entstehen. Findet man mehr als ein Allel eines Gens innerhalb einer
Population (>1% Frequenz der Genvariante) spricht man von genetischen Po-
lymorphismen. Die haufigsten Polymorphismen des menschlichen Genoms sind
die Ein-Basen-Austausche, sogenannte Einzelnukleotidpolymorphismen (,Sin-
gle Nucleotide Polymorphism®, SNP). Liegt ein SNP in einer regulatorischen
Region vor, kann dies zu einer Verstarkung oder Abschwachung der Gentran-
skription fuhren [57]. Am Beispiel der Zytokine kommt es zu unterschiedlichen
Zytokinexpressionen, die in Tabelle 03 zusammengefasst werden:
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Zytokin | Position Genotyp Expressionsrate

TNF-a | -308 (Promoter) GIG, G/A, A/A G/G (niedrig)
G/A (hoch)
A/A (hoch)

TGF-p1 | Position +869 (Codon 10) | T/T, T/C, C/IC | T/T G/G (hoch)
T/C G/G (hoch)

Position +915 (Codon 25) | G/G, G/C, C/C T/C G/C (mittlere)
C/C G/G (mittlere)
T/T G/C (mittlere)
C/C G/C (niedrig)
C/C C/C (niedrig)
T/T C/C (niedrig)

T/C C/C (niedrig)

IL-10 | -1082 (Promoter) A/A, AIG, GIG | GCCI/GCC (hoch)
GCC/ACC (mittlere)
819 (Promoter) GCCIATA (mittlere)
-592 (Promoter) ACC/ACC (niedrig)
ACC/ATA (niedrig)
ATAJ/ATA (niedrig)
IL-6 _174 (Promoter) GIG, GIC, C/C | G/G (hoch)
G/C (hoch)

C/C (niedrig)

IFN-y +874 (intron 1) T/T, TIA, A/A T/T (hoch)
T/A (mittlere)
A/A (niedrig)

Tabelle 03: Zytokingenpolymorphismen sowie deren Expressionsrate, Tabelle Uber-

nommen aus [58].
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Die Bedeutung der Polymorphismen wurde bereits in verschiedenen klinischen
Situationen nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass TNF-a und IL-10
durch ihre gegensatzlichen Wirkungsweisen Einfluss auf den Verlauf einer Er-
krankung nehmen [59, 60]. Fur den TNF-a -308 SNP konnte ein Zusammen-
hang zwischen dem Auftreten von Infektionen, Autoimmunerkrankungen
(Rheumatoiden Arthritis, Psoriasisarthritis, M. Crohn) sowie Transplantatabsto-
Rungen gefunden werden [50]. So haben Organempfanger mit einem TNF-a A-
Allel (,high producer®) und einem IL-10 -1082 A-Allel (,low producer®) ein hohe-
res Risiko, nach einer Herztransplantation eine akute Abstoflungsreaktion zu
entwickeln [56]. Bei Nierentransplantationen hingegen kam es gehauft zu Kom-
plikationen, wenn ein homozygoter Polymorphismus im IL-10 -1082 G-Allel
(,high producer”) oder im TNF-a-Gen ein A-Allel (,high producer®) vorlag [61,
62]. Ferner konnte bewiesen werden, dass das Auftreten der chronischen lym-
phatischen Leukamie in einem Zusammenhang mit dem TNF-a -308 A-Allel zu
sehen ist [63]. Weitere Studien zeigten auch, dass das A-Allel von IL-10 (,low
producer®) bei Patienten mit einem aggressiven Non-Hodgkin-Lymphom signifi-
kant haufiger auftritt als bei gesunden Kontrollgruppen [64]. In Anbetracht die-
ser gegensatzlichen Wirkungsweisen geht man davon aus, dass IL-10 die Wir-
kung von TNF-a inhibiert. Daruber hinaus haben Zytokine Einfluss auf das An-
sprechen von Kortison. Patienten, mit hohen TNF-a-Raten wiesen eine Korti-
sonresistenz auf [65, 66], wohingegen hohe IL-10 Raten die Bindungskapazitat

und damit die Wirkungsweise von Kortison hoch regulieren.

Der homozygote Polymorphismus im Codon 25 des TGF-f1 Gens (G-Allel,
»high producer®) ist mit einer erhdhten TGF-$1-Synthese und damit einer ge-
steigerten Fibroseentwicklung assoziiert. So konnten bei Patienten, die nach
einer Knochenmarkstransplantation eine Leber- oder Lungenfibrose entwickel-
ten, bereits vor der Operation erhohte TGF-g1-Werte festgestellt werden [67].
Zusatzlich wurde bestatigt, dass die meisten Patienten, die eine Lungentrans-
plantation aufgrund einer Lungenfibrose erhielten, TGF-$1 deutlich ausgeprag-

ter produzierten als gesunde Patienten [68].
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Ein anderer Polymorphismus im IL-6 Gen in der Promotorregion -174 fuhrte bei
Patienten mit juveniler chronischer Arthritis zu einem veranderten IL-6 Stoff-
wechsel. Bei Tragern des homozygoten C-Allels wurden signifikant erniedrigte
IL-6-Plasmakonzentrationen gemessen. Da die Haufigkeit dieses Allels bei Er-
krankten stark reduziert ist, geht man von einem protektiven Effekt bei der Pra-
senz des IL-6 C Allels aus [55].

Bei Patienten mit atopischen Krankheitsbeschwerden (Atopische Dermatitis,
Asthma Bronchiale oder Allergische Rhinitis) und einem homozygoten A-Allel
(,low producer®) an Position +874 des Zytokin IFN-y wurden signifikant niedriger
IFN-y Konzentrationen bei gleichzeitiger Eosinophilie und IgE-Erhohung im Blut
gemessen. Somit konnte demonstriert werden, dass die Zytokingenvarianten
bei IFN-y eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung atopischer Erkrankun-
gen spielen [69].

1.2.4 Therapeutische Anwendung von Zytokinen

Unter Zuhilfenahme von gentechnisch veranderten Organismen wurden ver-
schiedene Mediatoren entwickelt, die eine Uberschiel3ende proinflammatorische
Zytokinbildung limitieren, die Entzindungskaskade zu einem fruhen Zeitpunkt
durchbrechen und das Gewebe vor Entzundungsreaktionen schutzen. Dafur
stehen unter anderem die monoklonalen Antikorper gegen TNF-a Adalimumab
und Infliximab sowie das rekombinierte TNF-a-Rezeptor-Fusionsprotein Etaner-
cept zur Verfugung. Insbesondere bei der Therapie der rheumatoiden Arthritis
haben TNF-a blockierende Substanzen entscheidende Fortschritte bewirkt [70].
Weitere Medikamente zur Therapie der Rheumatoiden Arthritis sind der Inter-
leukin-1-Rezeptorantagonist Anakinra sowie der seit 2009 erhaltliche IL-6 Inhi-
bitor Tozilizumab [71]. Ein weiterer Ansatz zur Wiederherstellung des Zytokin-
gleichgewichts ist die Anwendung von rekombinant hergestelltem IL-10.

Um eine langfristige Verbesserung der Tumortherapieergebnisse zu erzielen,
sollte ein gezielter Eingriff in die Pathophysiologie der Tumorentstehung vorge-
nommen werden. Dies ist einerseits moglich mittels einer gezielten Intervention

in den gestorten Regelkreis zellularer Wachstumskontrollen sowie andererseits

-15 -



durch die Einflussnahme auf Wechselwirkungen zwischen Tumorzelle und
Wirtsorganismus. Eine Tumortherapie kann durch die Wirkung von Zytokinen
auf das Immunsystem auf verschiedenen Wegen erganzt werden. Beispiele
hierflr sind Interferone und Tumornekrosefaktoren. Diese kdnnen die Tumor-
zellproliferation und Differenzierung durch ihre zytostatische, zytotoxische und
regulatorische Wirkung modulieren und beeinflussen [72, 73]. IL-2 kann durch
die Stimulierung des Immunsystems und damit zur Potenzierung der immuno-
logischen Abwehr gegen Tumorzellen einen entscheidenden Beitrag zur Tu-
morbekampfung leisten [74]. Zusatzlich stimulieren hamatopoetische Wachs-
tumsfaktoren die unspezifische Immunabwehr sowie die Proliferation hamato-
poetischer Zellen und ermdglichen dadurch eine aggressivere Chemotherapie
[75]. Weiterhin kann man fehlende oder verringerte Zytokine, wie zum Beispiel
Erythropoetin, selektiv ersetzen. Hierbei wurde bewiesen, dass die Transfusi-
onsbedurftigkeit, auch unter Chemotherapie, gesenkt werden kann [75]. Eben-
so findet die therapeutische Blockade von Zytokinen (TNF-a, IL-6 und IFN-y)
bereits Anwendung bei Patienten mit systemischen Lupus erythematodes [76].

DarUber hinaus spielen zunehmend immunmodulatorische, beziehungsweise
stimulatorische, Therapieansatze mit Interferonen im Bereich der viralen (Hepa-
titis C) und malignen Erkrankungen (malignes Melanom) eine zentrale Rolle.
Durch den Einsatz von IFN-a bei Patienten mit chronischer Hepatitis C kam es
zu signifikanten Verbesserungen der langfristigen Uberlebensraten [77, 78].
Ebenso im Bereich der adjuvanten Therapie des malignen Melanoms erzielte
der Einsatz von IFN-a erstmals eine Verbesserung der Uberlebensrate [79].
Das antiinflammatorische IFN-B konnte zudem den Krankheitsverlauf bei Pati-
enten mit Multipler Sklerose verlangsamen [80].
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

In den komplexen Wirkungsmechanismen des Immunsystems kommt Zytokinen
als Immunmodulatoren eine entscheidende Rolle zu. Im vorherigen Kapitel
konnte gezeigt werden, dass Zytokingenpolymorphismen Einfluss auf verschie-
dene Erkrankungen haben. Darauf aufbauend ist es das Ziel dieser Arbeit, ge-
netisch determinierte Polymorphismen von den Zytokingenen TNF-a, TGF-31,
IL-10, IL-6 und IFN-y unter Verwendung von sequenzspezifischen PCR mit der
folgenden Fragestellung zu untersuchen:

Gibt es genetische Risikofaktoren, die Einfluss auf die Risikogruppe, die Art der
Leukamie, die Genfrequenz, die Rezidivrate und das Gesamtuberleben einer
akuten lymphatischen Leukamie im Kindesalter haben und sich zudem durch
Einzelnukleotidpolymorphismen in pro- und antiinflammatorischen Zytokinen

auszeichnen?

Zytokine konnten als biologische Marker etabliert werden und so zur Erkennung
immunologischer Risikofaktoren dienen. Folglich kann es zur Anwendung einer
weniger toxischen immunmodulierenden bzw. -suppressiven Therapie (z. B.
Zytokininfusionen, Leukamie-spezifische zytotoxische T-Zellen) fuhren.
Dadurch ware es einerseits moglich, Patienten individuell abgestimmt zu thera-

pieren und andererseits die Prognose einzelner Patienten zu verbessern.

-17 -



2 Material

2.1 Studiendesign

Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von Kindern mit akuter
lymphatischer Leukamie auf die Polymorphismen der TNF-a-, TGF-B1-, IL-10-,
IL-6- und IFN-y-Gene. Fur jeden Patienten wurden Stamm- sowie Verlaufsdaten
aus Patientenakten und Arztbriefen erhoben:

Stammdaten:

* Geschlecht

* Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

* Leukozytenzahl bei Erstdiagnose

* initiale Blastenzahl im peripheren Blut, im Knochenmark und im Liquor

* Immunphanotyp der ALL (B-/T-ALL)

» Zytogenetik (Chromosomentranslokationen, Hypo-/Hyperdiplodie etc.)

» Zeitpunkt der Probe (bei Erstdiagnose, nach Therapiebeginn, (in Remis-
sion), Rezidiv)

* Therapieprotokoll (AIEOP-BFM, ALL-BFM, INTERFANT, ALL-REZ,
Rockstocker T-ALL-Rezidiv, ESPhALL)

Verlaufsdaten:

* Risikozweig (Standardrisiko-, mittlere Risiko-, Hochrisikogruppe)
* Relevante Daten zur SZT
* Verlaufskontrolle (VK) in Tagen seit Diagnose bis Remission/Rezidiv/Tod

* Behandlungsergebnis (Remission, Rezidiv, verstorben)

2.2 Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit sind 95 padiatrische Patienten mit akuter lymphati-
scher Leukamie untersucht wurden, die im Zeitraum vom 21.06.2004 bis zum
30.04.2013 in der Kinderklinik des Universitatsklinikums Wurzburg in Behand-
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lung waren. 35 Proben wurden bei Erstdiagnose und 93 zum Zeitpunkt der Re-

mission untersucht.

Bei der Durchfuhrung von Routineuntersuchungen im Zeitraum von Oktober
2012 bis April 2013 ist aus EDTA-Blutproben mittels GF-1 DNA-Kit der Firma
Vivantis, Berlin, die DNA-Isolierungen erfolgt. Die asservierten Patientenproben
aus dem Zeitraum von Juni 2004 bis Oktober 2012 wurden mittels Ficoll aufge-
arbeitet, um dann aus mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
DNA zu gewinnen. Die DNA-Extraktion erfolgt aus diesen PBMC, die bei -80 °C

gelagert waren (Details siehe 3 Methoden).

2.3 Gerate
Gerat Geratetyp Hersteller
Agarose-Gel- Midi-Kammer mit Renner, Konstanz

Elektrophorese

Elektrophoresis

Automatische Pipette

Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg

Heizblock

Blockthermostat BT100

Kleinfeld Labortechnik

Gefrierschranke -20°C Kirsch
- 80 °C Hera freeze Heraeus, Hanau
Mikroskop Lichtmikroskop Hund, Wetzlar
MeRkuvette Suprasuk Quarzglas Hellma, Mullheim
Mikrowelle AFK MWG 17 AFK, Mannheim
Zahlkammer Neubauer Zahlkammer Superior Marienfeld
mit Deckglas
Odyssey Odyssey CLx Licor, Lincoln USA
Odyssey ® Infrared
Imaging System
Photometer Eppendorf Eppendorf, Hamburg

BioPhotometer

Sterile Werkbank

Herasafe

Heraeus, Hanau

Thermocycler

Eppendorf Mastercycler

Eppendorf, Hamburg
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Vortexgerat Vortex REAX control Heidolph, Nurnberg
Waage EMB 200-2 Kern, Ballingen
Zentrifugen Galaxy Mini VWR
Mikro 22 R Hettich, Tuttlingen
Rotiva 50 RS Hettich, Tuttlingen
Mikro 200 R Hettich, Tuttlingen
Rotanta 460 RS Hettich, Tuttlingen

Tabelle 04: Gerate, Bezeichnungen nach Herstellerangaben.

2.4 Laborbedarf

Artikel

Hersteller

‘96 well’ PCR Platte

Greiner bio-one, Frickenhausen

Abdeckfolie (Silverseal)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Combitips advanced (0,1 ml und 2,5 ml)

Eppendorf Biopur, Hamburg

Einmalhandschuhe

Bioworld, Meggen

Falcon Rohrchen (15 ml und 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Glaswaren (Messzylinder,
Becherglaser)

Schott, Mainz

Parafiim M

Pechiney Plastic Packaging,
Chicago

PCR Thermo Strip

Biozym Scientific, Oldendorf

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

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen 1-10 ul, 10-100 pl,
100-1000 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Reagenzglaser

Schott, Mainz

Thermofolie (Adhesive Sealing Sheets)

Thermo Scientific, Darmstadt

Tubes

NUNC, Rosklide, Danemark

Tabelle 05: Laborzubehor, Bezeichnungen nach Herstellerangaben.
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2.5 Chemikalien, Enzyme, Kits und Primer

Artikel/Beschreibung

Hersteller

Agarose NEEO Ultra Quality

Roth, Karlsruhe

DNA Ladder 50 bp

New England Bio Labs, Frankfurt

DNA Ladder 100 bp

New England Bio Labs, Frankfurt

Ethanol, absolut

Sigma-Aldrich, St. Louis

FicoLite-H (Human)

Linaris, Wertheim-Bettingen

Gel Loading Dye, Orange

New England Bio Labs, Frankfurt

GF-1 Blut DNA Extraction Kit
* Gelfiltration (GF) - 1 Column

¢ Collection Tubes

o Buffer BB
¢ Proteinkinase K
* RNAse A

¢ \Wash Buffer 1
e \Wash Buffer 2

e Elution Buffer

Vivantis, Berlin

Mastermix

One Lambda, Inc, Los Angeles

Primer (TNF-a, TGF-B1, IFN-y, IL-6, IL-
10)

One Lambda, Inc, Los Angeles

Phosphat gepufferte Salzlésung = PBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

Sigma, Taufkirchen

RPMI - 1640 Kulturmedium

Sigma, Taufkirchen

Syto 60 fluorescent nucleic acid stain

Molecular Probes, Eugene USA

TAE Puffer (Tris-Acetate-EDTA-Puffer)

Sigma, Mainz

Taq Polymerase

Genaxxon Bioscience, Ulm

TBE-Puffer (0,45M Trissaure; 0,1M EDTA)

Eigenherstellung

Wasser, steril

Sigma, Mainz

Tabelle 06: Chemikalien und sonstige Reagenzien, Bezeichnungen nach Herstelleran-

gaben
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3 Methoden

3.1 DNA Extraktion

Die Isolierung von DNA erfolgt mit dem GF-1 Blut DNA Extraction Kit von Vivan-
tis, Berlin. Nach venodser Blutentnahme werden 200 ul Vollblut nach Hersteller-
protokoll mit 20 pl Proteinase K und 200 pl Buffer BB gevortext, lysiert und bei
65 °C fur 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss werden 20 yl RNase A hinzuge-
fugt und es erfolgt eine weitere Inkubation fur 5 Minuten bei 37 °C. Nach Additi-
on von 200 ul Ethanol (96-100%) wird die Probe in eine spezielle Saule (GF-1,
Gel filtration Column) Uberfuhrt. Nachdem die DNA, die sich an der Membran
der Saule festsetzt, mit zwei verschiedenen Waschpuffer zu je 500 pl aufgerei-
nigt wird, folgt ein weiterer Zentrifugierschritt (zweimal 1 Minute 5000 x g bzw.
einmal 3 Minuten 14000 x g). Abschlief3end wird die DNA durch einen Elutions-
puffer (100 pl) nach einminutiger Inkubation wieder gelost.

Bei den asservierten Proben von Juni 2004 bis Oktober 2012 wurden zunachst
mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC, Lymphozyten und Mo-
nozyten) mittels Ficoll isoliert. Hierbei werden 2 ml Blut mit 2 ml PBS verdunnt
und langsam auf 4 ml Ficoll geschichtet. Diesem Schritt folgt eine zwanzigminu-
tige Zentrifugierung (800 x g, 20 °C (3 _1_ R3)), mit dem Ziel der Dichtenauftei-
lung. Die Zellfraktion aus der Interphase zwischen Serum und Ficoll wird mit
einer Pipette abgesaugt und das Serum fur eine spatere Bearbeitung in ein
Extragefal® abgefullt. Im Anschluss folgt ein zweimaliger Waschgang fur
5 Minuten bei 300 x g, um Ruckstande der zytotoxischen Trennlosung zu ent-
fernen (9 _1_R9). Nach Bestimmung der Zellkonzentration unter Zuhilfenahme
einer Neubauer Zahlkammer, werden die gewonnenen Zellpellets bis zur weite-

ren Verarbeitung bei -80 °C eingefroren.

Nach dem Auftauen werden die Zellen 1 Stunde bei 56 °C mit Proteinase K
(100 pg/ml) lysiert. Das Verhaltnis zwischen Proteinase K und T-Zellen ent-
spricht 10 ul pro 105 Zellen. Anschlie3end wird das Produkt fur 15 Minuten bei
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95 °C denaturiert. Die Quantifizierung der gewonnenen DNA wird mittels pho-

tometrischer Messung vorgenommen.

3.2 Photometrische Quantifizierung von DNA

Zur Quantifizierung der gewonnenen DNA wird die photometrische Messung
genutzt. Hierzu werden 2 yl der DNA-haltigen Losung auf 98 pl aqua ad inject
gegeben und die Konzentration der DNA bei 260 nm/280 nm im UV Spektro-
skop bestimmt. Eine optimale Konzentration liegt bei 25-200 ng/ul vor.

In DNA-LO6sungen stellen Proteine eine haufige Verunreinigung dar. Durch die
Bestimmung des Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm wird die
Reinheit der Nucleinsauren abgeschatzt. Liegt der Quotient Uber 1,8 ist die
DNA rein und wird nicht von Proteinen kontaminiert.

3.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR (engl. Polymerase chain reaction) ist
eine Methode zur Amplifizierung bestimmter DNA-Abschnitte und wurde 1983
von dem US-amerikanischen Biochemiker Kary Banks Mullis entwickelt [81].
Sie dient zur in vitro Vervielfaltigung von spezifischen DNA-Sequenzen. Ahnlich
der korpereigenen DNA-Replikation synthetisiert eine DNA-Polymerase den
komplementaren Strang zum gewunschten Abschnitt der DNA. Durch mehrma-
lige Wiederholung der einzelnen Schritte werden Kopien von Kopien erstellt.

Als Primer dienen die sequenzspezifischen DNA-Oligonukleotide des Genotypi-
sierungskits (Cytokine Genotyping Primers Kit, One-Lambda, Los Angeles) fur
TNF-a, TGF-31, IFN-y, IL-6 und IL-10. Zur internen Kontrolle beinhaltet das

Testsystem zusatzlich ein Primerpaar fur das humane p-Globulin-Gen.

Die Amplifikation erfolgt durch die hitzestabile DNA-Polymerase (Taq Poly-
merase). Die Taq Polymerase ist ein Enzym, welches aus dem Bakterium
Thermus aquaticus (Taq) gewonnen wird und die Synthese von DNA-
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Polynukleotiden katalysiert, bei der Nukleosidphosphate an einen DNA-Strang
angehangt werden [82].

Die PCR lauft in drei Teilschritten ab: Denaturierung, Primerhybridisierung oder

-annealing und Extension:

Bei der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA auf 96 °C erhitzt, um die
bestehenden Wasserstoffbrickenbindungen aufzubrechen, wodurch sich die
Primer spezifisch an die DNA anlagern konnen. Dabei werden die Produkte et-
was langer erhitzt (Initialisierung), um sicherzustellen, dass sowohl die Primer

als auch die Ausgangs-DNA vollkommen voneinander getrennt sind.

Im Rahmen der Primerhybridisierung beziehungsweise des Primerannealings
werden die DNA-Einzelstrange auf 63 °C abgekuhlt. Unter diesen Bedingungen
konnen sich die Primer an der DNA anlagern. Meist binden die Primer schneller
als der komplementare DNA-Strang, da sie nicht nur im Uberschuss vorliegen,
sondern auch wendiger und kleiner sind. Dabei spielt die Temperatur eine ent-
scheidende Rolle. Wird die Temperatur zur hoch gewahlt, kommt es zu thermi-
schen Bewegungen der Primer, die eine optimale Anlagerung an das Template
unmaoglich machen. Bei zu niedrigen Temperaturen kdonnen sich die Primer an
nicht-komplementare Sequenzen anlagern und zu unspezifischen Produkten,
sogenannten ,Geisterbanden®, fuhren. Um diese Effekte bestmoglich auszu-
schliel3en, liegt die Temperatur Ublicherweise 5 °C bis 10 °C unter der Schmelz-

temperatur der Primersequenz.

Bei der abschlieRenden Extension, Elongation oder Amplifikation synthetisiert
die DNA-Polymerase aus den angelagerten Primern die komplementaren
Strange zur DNA in Richtung 5'-Ende. Somit ist der gewlnschte DNA-Abschnitt
dupliziert und ein neuer Zyklus kann beginnen. Dabei wird der Primer nicht wie-
der abgel6st, denn er bildet den Anfang eines neuen Einzelstrangs.

Fir einen PCR-Lauf im Rahmen dieser Arbeit wird ein ,Master®- beziehungs-
weise D-Mix von 140 pl mit 1 pl Tag-Polymerase (5 U/ul) angesetzt.
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PCR Ansatz:

* 140 yl dNTP-Buffer mix (D-Mix)
* 19 pl extrahierte DNA

* 1yl Tag-Polymerase

* 1 yl destilliertes Wasser

* vorpipettierte Primerplatten zu 2 pl von TNF-a, TGF-B1, IFN-y, IL-6 und
IL-10

Fur die Negativkontrolle werden 7 pyl aus dem D-Mix und 1 pl destilliertes Was-

ser verwendet. Der restliche ,Master-Mix wird mit 19 pl extrahierter DNA ge-

mischt und zu je 8 pl in die mit bereits zu je 2 yl vorpipettierte Primerplatte ver-

teilt. Ein Ansatz besteht aus 16 Tubes, die mit unterschiedlichen Primern in fol-

gender Reihenfolge angesetzt werden:

1 2 3 4 5 6 7 8

Negativ- | TNF-a TNF-a TGF-B1 TGF-B1 TGF-p1 TGF-B1 IL-10

kontrolle | Promoter | Promoter | Codon Codon Codon Codon Promoter-
-308A -308G 10T 10C 25C 25G 1082A,

-819T

9 10 11 12 13 14 15 16

IL-10 IL-10 IL-10 IL-10 IL-6 IL-6 IFN-y IFN-y

Promoter | Promoter | Promoter | Promoter | Promoter | Promo- Intron 1 Intron 1

-1082G, -1082A, -819T, -819C, -174C ter-174G | +874T +874C

-819C -819C -592A -592C

Tabelle 07: Pipettierschema der Primer.

AnschlieRend erfolgt die Amplifikation im Thermocycler mit folgendem Tempe-

raturprofil:
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PCR-Zyklus Parameter:

1.) Denaturierung (1 Zyklus):
1. 96 °C fur 130 Sekunden
2. 63 °C fur 60 Sekunden
2.) Annealing (9 Zyklen):
1. 96 °C fur 10 Sekunden
2. 63 °C fur 60 Sekunden
3.) Polymerisation (20 Zyklen):
1. 96 °C fur 10 Sekunden
2. 59 °C fur 50 Sekunden
3. 72 °C fur 30 Sekunden
4.) Abkuhlen bei 4 °C bis der Thermocycler gedffnet wird.

Einstellungen:

* Temp Mode: Standard
* Deckeltemperatur 105 °C

Die Proben werden anschlie3end mit Hilfe eines Agarosegels analysiert.

3.4 Primersequenzen

Die fur die PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 08 zusammengefasst:

Zytokin Primer Primersequenz

TNF-a -308G 5-GAGGGGCATGQGGACGG-3’
-308A 5-CCCGTC~CATGCCCCTC-3

TGF-B1 Codon 10C 5-GCTGCTGCCGCTGCTGC-3
Codon 10T 5-GCTGCTGTGCTGCTGCT-3
Codon 25G 5’-GCCTGGCCGGCCGGCCG-3
Codon 25C 5-GCCTGGCCCGCCGGCCG-3
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IL-10 -1082G 5-TTCTTTGGGAGGGGGAAG-3’
-1082A 5-ACTTCCCCTTCCCAAAGAA-3’
-819C 5-CAGGTGATGTAACATCTCTGTGC-3'
-819T 5-GCACAGAGATATTACATCACCTGT-3'
-592C 5'-CCGCCTGTCCTGTAGGAA-3’
-592A 5'-TTCCTACAGTACAGGCGGG-3'

IL-6 -174C 5-GAGCTTCTCTTTCGTTCC-3
-174G 5-CCCTAGTTGTGTCTTGCC-3

IFN-y +874T 5-GCTGTCATAATAATATTCAGAC-3'
+874A 5-CGAGCTTTAAAAGATAGTTCC-3’

Tabelle 08: Primersequenzen, entnommen aus [83].

3.5 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR Produkte wird mithilfe einer Gelelektrophorese [84]
durchgefuhrt. Das Prinzip einer Gelelektrophorese besteht darin, dass eine
elektrische Kraft auf ein lon wirkt. Dabei wirken sich lonengrof3e und Viskositat
der Losung umgekehrt proportional auf die Wanderungsgeschwindigkeit aus,
wahrend lonenladung und Feldstarke die Wanderung der kolloidalen Teilchen

beschleunigen.

Fur die Herstellung eines 1,5%-igen Agarose Gels bendtigt man 4,5 g Agarose
sowie 300 ml vorverdunnten 10%igen Tris-Acetate-EDTA-Puffer (TAE). Das
Agarose-TAE-Gemisch wird gelost und fur circa 10 Minuten aufgekocht, bis sich
eine klare LOosung bildet. Im Anschluss wird dem Agarose-TAE-Gemisch 6 pl
Syto 60 als Farbstoff hinzugegeben und in eine horizontale Gelkammer gegos-
sen. In diesen Gelschlitten werden 4 Kdmme zu je 34 Taschen a 0,2 cm mit
einem Fassungsvolumen von 10 pl gesteckt. Nach Aushartung des Gels bei
Raumtemperatur werden die Kamme entfernt und das Gel in eine mit TAE-
Puffer gefullte Gelelektrophoresekammer gelegt. Hinterher werden die PCR-
Produkte mit 2 pyl Loading Puffer (Gel Loading Dye Orange) gemischt und in die
Geltaschen aufgetragen. Zur GroRenbestimmung der einzelnen Banden wird
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eine benachbarte Geltasche mit 10 pl einer DNA-Leiter (100 bp DNA Ladder)
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgt unter Gleichspannung bei 150V,
500 mA und 150 W. Dabei bewegen sich kleinere Fragmente schneller durch

das Gel als grofdere, was zu einer Auftrennung der DNA-Produkte fuhrt.

Nach etwa 60 Minuten wird das Gel auf den Licor Odysee Scanner (Licor, Lin-
coln USA) gelegt und unter folgenden Einstellungen gescannt: DNA Gel, Reso-
lution: 169 pym, Quality: lowest, Focus Offset 2,0 mm, Intensity 700 bei 2.0. Die
Bilder werden computergestutzt mittels Odyssey Software (Licor, Lincoln USA)
ausgewertet und archiviert.

Im Anschluss daran kdnnen die Allele durch das spezifische Bandenmuster der
Proben direkt zugeordnet werden. Die obere Bande stellt die interne Kontrolle
des B-Globulin Gens dar. Die Primerfront befindet sich am weitesten entfernt
von den Geltaschen und dient gemeinsam mit der internen Kontrolle als Gro-
Renmarker. Alle Banden zwischen interner Kontrolle und Primerfront stellen die
spezifischen Zytokin-Polymorphismen der relevanten Banden dar (Abbildung
03).

Positiv- Negativ- Keine

Reaktion Reaktion Verstarkung
Geltasche | | |l |
|nterne Kontro"bande [
(circa 750bp)

Typisierungsbande (zwi- =
schen 125 und 300bp)

Abbildung 03: Darstellung eines schematischen Bandenmusters zur Gelauswertung.
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In Gegenwart einer spezifischen Verstarkung eines Zytokin-Allels (positive Ty-
pisierungsbande) kann das Produkt der internen Kontrollbande schwach aus-
gepragt sein oder ganz fehlen, was auf Unterschiede von Konzentration und
Schmelztemperatur bei den spezifischen Primerpaaren und dem internen Kon-

troll-Primerpaar zurtickzufuhren ist.

3.6 Statistische Analysen

In Zusammenarbeit mit Dr. Imme Haubitz (Bioinformatikerin am Institut fir Klini-
sche Epidemiologie und Biometrie der Julius-Maximilians-Universitat Warzburg)
wurde die statistische Auswertung durchgefuhrt.

Fur die Korrelation zwischen Geschlecht, Alter, initialen Leukozytenzahlen, Art
der ALL, Risikogruppe und ZNS-Beteiligung wird der U-Test nach Mann und
Whitney angewendet. Die Zusammenhange zwischen Geschlecht, Risikogrup-
pe, ZNS-Status und der Art der ALL werden mittels Chi-Quadrat Test oder dem
exakten Test nach Fisher und Yates untersucht. Der exakte Test nach Mehta
und Patel wird herangezogen, wenn die Voraussetzungen fur den Chi-Quadrat
Test nicht erfullt werden.

Daruber hinaus werden die Polymorphismen mit dem Geschlecht, dem ALL-
Subtyp, der Risikogruppe, der ZNS-Beteiligung und der Stammzelltransplanta-
tion entweder mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests, dem Fisher Test oder dem exak-
ten Test nach Mehta und Patel korreliert. Zusatzlich werden die Polymorphis-
men mit dem Alter, den Leukozyten- und den Leukoblastenzahlen aus der
Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis beziehungsweise mit der
Kendallschen Rangkorrelation untersucht.

Die Uberlebensraten der Patienten werden nach Kaplan und Meier geschétzt.
Die Rezidivfreiheitsrate wird im Log-Rank-Test analysiert.
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4 Ergebnisse

41

Patientencharakteristika

Die im Folgenden aufgefuhrten Ergebnisse beziehen sich auf 95 padiatrische
Patienten, die im Zeitraum vom 21.06.2004 bis zum 30.04.2013 an einer ALL
an der Kinderklinik des Universitatsklinikums Wurzburg behandelt wurden. Ta-

belle 09 und Tabelle 10 fassen die wesentlichen klinischen Daten zusammen.

Gesamt B-Zell- T-Zell- Signifi-
Leukamie Leukamie | kanz

Patientenanzahl 95 (100%) | 83 (87%) 12 (13%)
Medianes Alter (y) 6,8 +5,1 6,4 +4,7 9,8+6,5 n. s.
Geschlecht M: 54 (57%) | M: 46 (55%) | M: 8 (67%) | n. s.

W: 41 (43%) | W: 37 (45%) | W: 4 (33%)
Risikozweig
Anzahl 52/23/20 49/22/12 3/1/8
SR/MR/HR (%) 55/24/21 59/27/14 25/8/67 P<0,001
ZNS Status positiv 5 (5%) 2 (2%) 3 (25%) P<0,05
SZT 20 (21%) 13 (16%) 7 (58%) P<0,01
Rezidiv 11 (100%) 10 (91%) 1(9%) n. s.
Leukozyten ( / ul) 48.750 + 32.595 + 153.760 + | P<0,005

122.493 90.000 224.000
Leukoblasten (%) 35+32 33+32 49 + 31 n. s.
Translokationen 23 (24%) 21 (91%) 2 (9%) n.s.
Gesamtuberleben nach | 99/99/93% | 98,7/98,7/ 100/100/ P=0,6
1/2/5 Jahren 94% 83,3%
Rezidivfreies Uberleben | 99/96/85% | 99/97/85% | 100/91/ n.s.
nach 1/2/5 Jahren 91%

Tabelle 09: Patientencharakteristika I, Vergleich von B- und T-Zell Leukamie.
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Gesamt SR/MR HR Signifi-
(nicht HR) kanz
Patientenanzanhl 95 (100%) 75 (79%) 20 (21%)
Medianes Alter (y) | 6,8 + 5,1 6,1+4,7 9,5+6,0 P<0,5
Geschlecht M: 54 (56%) M: 38 (51%) M: 16 (80%) | P=0,05
W: 41 (44%) | W: 37 (49%) | W: 4 (20%)
ZNS Status positiv | 5 (5%) 2 (3%) 3 (15%) P<0,05
SZT 20 (21%) 6 (8%) 14 (70%) P<0,001
Rezidiv 11 (12%) 8 (11%) 3 (15%) n.s.
Leukozyten (/ ul) | 48.750 32.784 £ 90 117.321 = P<0,005
122.493 202
Leukoblasten (%) | 35+ 32 3130 53 + 36 P<0,05
Translokationen 23 (24%) 18 (24%) 4 (25%) n.s.
Gesamtuberleben | 99/99/93% 100/100/97% | 94/94/71% P=0,015
nach 1/2/5 Jahren
Rezidivfreies 99/96/85% 99/97/87% 100/93/70% | n. s.

Uberleben nach
1/2/5 Jahren

Tabelle 10: Patientencharakteristika Il, Vergleich von Nicht-Hochrisikogruppe (SR/MR)

mit Hochrisikogruppe (HR).

Ein vollstandiger Uberblick tber alle Studienteilnehmer liegt der Arbeit im An-

hang bei (vgl. Tabelle 19).
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4.2 Klinischer Befund und Blutbild

4.2.1 Vergleich der Risikogruppe mit dem Geschlecht, der Leukamieart

und bei Stammzelltransplantation

Das Patientenkollektiv umfasst 54 mannliche und 41 weibliche Patienten im
Alter von 66 Tagen bis 22 Jahren bei einem medianen Erstdiagnosealter von
4,7 Jahren (68%-KI von 2,2 bis 13,1 Jahren). Tabelle 11 verdeutlicht, dass
mannliche Patienten (30%) signifikant haufiger dem Hochrisikozweig zugeord-
net wurden als weibliche Patienten (9,7%).

Mannlich Weiblich p-Wert
Anzanhl % Anzanhl %
Risiko | SR/MR | 38 70 37 90,3 0,019
HR 16 30 4 9,7

Tabelle 11: Vergleich der Risikogruppe nach dem Geschlecht.

Von den 95 diagnostizierten ALL wurden 83 den B-Zell-Leukamien (87%) und
zwOlf den T-Zell-Leukamien (13%) zugeordnet. Abbildung 04 verdeutlicht, dass
Patienten mit einer B-ALL haufiger im SR- oder MR-Zweig (85,5%) therapiert
wurden als im HR-Zweig (14,5%). Im Gegensatz dazu wurden 8 der 12 T-Zell-
Leukaémien (66,6%) im HR-Zweig behandelt. Die T-ALL-Linien stellen somit ei-

nen prognostisch ungunstigen Risikofaktor dar (p<0,001).
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80%
60%
40%
20%

0%
B-Zell-Leukamie T-Zell-Leukamie

Standardrisikogruppe mittlere Risikogruppe Hochrisikogruppe

Abbildung 04: Vergleich der B-Zell- und T-Zell-Leukdmie in der Standard-, mittleren-

und Hochrisikogruppe.

Alle Patienten, die aufgrund einer HR-Konstellation stammzelltransplantiert
wurden, Uberlebten — bis auf einen Patienten (Patientennummer: 7 in Tabelle
19), der aufgrund einer transplantations-assoziierten Komplikation (TRM) ver-
starb. In Ubereinstimmung mit den Studienleitlinien wurden signifikant mehr
Kinder aus der Hochrisikogruppe (14 Kinder) transplantiert als aus der Stan-
dard- oder der mittleren Risikogruppe (6 Kinder, p<0,0001, Vergleich Abbildung
05 sowie Tabelle 10). Patienten aus der Standard- oder mittleren Risikogruppe
wurden nur im Falle eines Rezidivs oder bei schlechtem Ansprechen auf die
Chemotherapie (Non-/Late-Responder) transplantiert (Patientennummer: 26,
53, 54, 55, 66, 73 in Tabelle 19).

80%
60%
40%
20%

0%
keine SZT SZT

Standardrisikogruppe mittlere Risikogruppe Hochrisikogruppe

Abbildung 05: Vergleich der Indikationsstellung zur SZT bei Standard-, mittleren- und

Hochrisikozweig.
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4.2.2 Vergleich der Leukamieart mit der ZNS-Beteiligung

Der Befall des ZNS ist ein weiterer prognostisch ungunstiger Faktor und tritt
vermehrt bei T-Zell-Leukamien auf (Abbildung 06). Nur 2 von 83 Patienten
(2,4%) mit einer B-Zell-Leukdmie waren ZNS positiv. Im Vergleich dazu hatten
3 der 12 T-ALL-Patienten (25%) einen positiven ZNS-Befall.

100%
80%
60%
40%
20%

0%
B-Zell-Leukamie T-Zell-Leukamie

ZNS positiv ZNS negativ

Abbildung 06: Vergleich der Leukamieart mit dem Befall des ZNS.

4.2.3 Vergleich der Rezidivfreiheitsrate mit dem Alter und der SZT-
Indikation

11 Patienten erkrankten an einem Rezidiv, wovon sich am 30. April 2014 2 Kin-
der in Remission befanden und 9 Kinder stammzelltransplantiert wurden. Im
Anschluss an die SZT sind dennoch 6 Patienten an einem Rezidiv verstorben.
Dabei wird deutlich, dass altere Patienten (>11 Jahre) eine signifikant hohere
Rezidivrate haben als jungere Patienten (p<0,0001, Abbildung 07).
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Abbildung 07: Rezidivfreiheitsrate nach Alter der Patienten. Die senkrechten Striche

markieren Patienten, die ohne Rezidiv aus der Studie ausgeschieden sind.

Im Rahmen dieser Studie wurden 20 Patienten stammzelltransplantiert. 5 Kin-
der verstarben, die aufgrund eines Rezidivs eine SZT erhalten hatten. Dabei
zeigt sich, dass Patienten mit einer SZT ein signifikant hoheres Risiko haben,
an einem Rezidiv zu erkranken (p<0,0001) als Patienten ohne SZT (Abbildung
08).
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Abbildung 08: Rezidivfreiheitsrate nach Indikation zur SZT.

4.2.4 Klinischer Befund, Translokationen und Leukozytenzahlen

Die Leukozytenzahlen lagen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose zwischen 660 —
818.000/ul (Median von 11.702/ul). Der initiale Blastenanteil im peripheren Blut
lag zwischen 0% und 92% (Median 32%), im Knochenmark bei weniger als 5%
und Uber 90% sowie im Liquor zwischen 0% und 6%. Patienten mit einer T-ALL
(p=0,0021), einem Hochrisikozweig (p=0,0028), einer ZNS-Beteiligung
(p=0,0096) sowie einer Indikation zur SZT (p=0,016) zeigten signifikant erhohte
Leukozytenzahlen zum Zeitpunkt der Diagnose, siehe Abbildung 09.
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Abbildung 09: Leukozytenzahlen bei Diagnose im Vergleich zu verschiedenen Leuka-
mieformen, ZNS-Beteiligung, Risikozweig und SZT Indikation.

Bei der Untersuchung der Translokationen konnten keine Zusammenhange

zwischen Blutbild und Translokationen festgestellt werden.

4.3 Zytokine
4.3.1 Zytokingenfrequenzverteilung

Um die Zytokingenpolymorphismen der Leukamiepatienten sinnvoll auswerten
zu konnen, wurden die verschiedenen Genfrequenzen der ALL-Patienten mit
einer publizierten Kontrollgruppe verglichen und in Tabelle 12 zusammenge-
fasst [85-87]. Zusatzlich wurden 2 ALL-Patienten ausgeschlossen, bei denen
lediglich Zytokingenpolymorphismen bei Erstdiagnose und nicht in Remission
erhoben wurden, da eine exakte Differenzierung zwischen Leukozyten und

Leukoblasten nicht moglich war.
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Genotyp Anzahl % Anzahl % | p-Wert
Kontroll- ALL-
troll- Patienten
gruppe
TNF-a G/G (niedrig) 65 61 53 57 | n.s.
G/A (hoch) 24 23 26 28
A/A (hoch) 17 16 14 15
TGF-B1 T/T (hoch) 44 41 31 33 | n.s.
Codon 10 | T/C (mittel) 51 48 44 47
C/C (niedrig) 12 11 18 19
TGF-B1 G/G (hoch) 87 81 73 78 | n.s.
Codon 25 | G/C (mittel) 19 18 16 17
C/C (niedrig) 1 1 4 4
IL-10 ACC/ACC (niedrig) | 26 8 1 1 10,002
ACC/ATA (niedrig) | 40 12 14 15
ATA/ATA (niedrig) | 25 8 6 6
GCC/ACC (mittel) 69 21 37 40
GCC/ATA (mittel) 69 21 14 15
GCC/GCC (hoch) 99 30 21 23
IL-6 G/G (hoch) 152 51 20 22 | <0,001
G/C (hoch) 106 35 5 5
C/C (niedrig) 42 14 68 73
IFN-y T/T (hoch) 72 24 23 25 | n.s.
T/A (mittel) 174 58 46 49
A/A (niedrig) 54 18 24 26

Tabelle 12: Genfrequenzen der Zytokingenpolymorphismen in der Gruppe der ALL-

Patienten (n=93) im Vergleich zu einer publizierten Kontrollkohorte [85-87].
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4.3.2 Auswertung der Ergebnisse

4.3.2.1 Einfuhrung in die Auswertung anhand des TNF-a-SNP

Anhand der Bandenkonstellation von TNF-a kann auf den Genotyp und seine
Expressionsraten geschlossen werden. Abbildung 10 stellt schematisch die
Auswertungsmaske fur den SNP von TNF-a dar. Sobald eine Bande zwischen

der internen Kontrolle und der Primerfront erscheint, geht man von einem posi-

tiven Typisierungsband aus:

TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
Promo- Promo- Promo- Promo- Promo- Promo-
tor - | tor - | tor - | tor - | tor - | tor -
308A 308G 308A 308G 308A 308G
(125bp) | (125 bp) | (125 bp) | (125 bp) | (125 bp) | (125 bp)
Gel- | | | | |1 | | |11 1 | |
tasche
|nterne G N S G R $
Kontroll-
bande
TypiSie- I D T ||
Negativ  Positiv Positiv Positiv Positiv Negativ
rungs-
bande
Primer- | [N [ | | e
bande
Genotyp G/G (niedrig) G/A (hoch) A/A (hoch)

Abbildung 10: Schematische Bandenkonstellation der TNF-a Polymorphismen.
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Das Ergebnis des Patienten in Abbildung 11 zeigt aufgrund einer Bande an Po-
sition -308G bei 125bp einen homozygoten G/G Genotyp, welcher mit einer
niedrigen Expressionsrate assoziiert ist.

-
=g TNF-a .
T [ — — —
— - pe— .' -
- - - '
M
g . - B

BP NK TNF TNF- TGF TGF- TGF TGF- IL-10 IL-10 IL-10 | 10 IL-10 -6 IL-6 IFN-y | IFN-y

-a a $1 p1 -p1 pa -108 -108 -108 -819 -819 -17 -174 +874 +874

-308 -308G 107 10C 25C 25G 2A, 2G, 2A, T, C, ac G T A

A -819 -819 819 | -582 -592

T C C C C

Abbildung 11: Ergebnis eines Patienten mit G/G Polymorphismus im TNF-a Gen.

Die Untersuchungen aller Patientenproben zu den TNF-a-SNP zeigen, dass
57% der Patienten einen G/G-, 28% Patienten einen G/A- und 15% der Patien-
ten A/A-SNP aufweisen. Dagegen haben 61% aus der Kontrollgruppe einen
G/G Haplotypen, 23% einen heterozygoten G/A-Genotyp und 17% weisen ei-
nen A/A-SNP auf (siehe Tabelle 12). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen der Kontrollgruppe
und der ALL-Patienten gibt.

4.3.2.2 Auswertung von TGF-31-SNP

Analog zur Analyse von TNF-a wurde das Zytokin TGF-B1 untersucht, welches
in Abbildung 12 markiert ist. Das Agarosegel zeigt eine Bande an dem TGF-$31
Codon 10C bei 175bp und eine weitere Bande bei TGF-1 an Codon 25G bei
125bp. Diese Bandenkonstellation fuhrt zu einem homozygoten SNP an Codon
10 und 25 und resultiert in einem C/C G/G Genotypen, welcher eine mittlere

Zytokinexpression induziert.
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Abbildung 12: Ergebnis eines Patienten mit C/C SNP an Codon 10 und einem G/G
SNP an Codon 25 im TGF-B1-Gen.

Unter allen ALL-Patienten sind der T/C G/G-Genotyp mit 38% und der T/T G/G-
Genotyp mit 29% am haufigsten vertreten. Beide Genotypen exprimieren TGF-
B1 in einem hohem Malde. Ein ahnliches Bild stellt sich in der Kontrollgruppe
dar, wo 48% der Patienten den T/C-SNP an Codon 10 und 81% den G/G-SNP
an Codon 25 nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle 12). Diese Untersu-
chungen zeigen, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kon-
trollgruppe und der Patientenkohorte gibt.

4.3.2.3 Auswertung von IL-10-SNP

Bei der Betrachtung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 kann unter allen
ALL-Patienten der GCC/ACC Genotyp mit 40% am haufigsten nachgewiesen
werden. Gemeinsam mit GCC/ATA fuhren beide Haplotypen zu einer mittleren
Zytokinexpression und wurde signifkant haufiger bei Patienten mit ALL expri-
miert (55% bei ALL-Patienten, 42% in der Kontrollgruppe). Im Gegensatz dazu
findet man bei 30% der Kontrollen den Genotyp GCC/GCC deutlich haufiger als
bei ALL-Patienten (23%, p=0,002), welcher mit einer hohen Zytokinproduktion

assoziiert ist (siehe Tabelle 12).

Gemal der Analyse zu TNF-a und TGF-1, findet man bei der Auswertung zu
IL-10 in Abbildung 13 einen GCC/GCC Genotypen, welcher durch zwei Bande
an den Promotorregionen -1082G, -819C bei 300bp sowie -819C, -592C bei
250bp charakterisiert ist.
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Abbildung 13: Ergebnis eines Patienten mit GCC/GCC Genotypen des Zytokins IL-10

an den Promotorregionen von -1082, -819 und -592.

4.3.2.4 Auswertung von IL-6-SNP

Die Betrachtung des IL-6-SNP ergibt bei dem Patienten in Abbildung 14 einen
heterozygoten G/C Genotypen, der unter den ALL-Patienten am seltensten ver-

treten war. Durch die Banden in den Promotorregion -174C und -174G bei

175bp kann der G/C Genotyp detektiert werden. Dieser fuhrt zu einer hohen IL-

6 Expression. Am haufigsten und mit 73% aller Patienten wird der homozygoten

C/C Genotyp unter den ALL-Patienten nachgewiesen. Im Gegensatz dazu ist in

der Kontrollgruppe der homozygote G/G SNP (51%) haufiger vertreten als der
G/C (35%) und der C/C (14%) Genotyp (p<0,0001), (siehe Tabelle 12).
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Abbildung 14: Patient mit einem G/C Genotyp des IL-6 an der Promotorregion -174.
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4.3.2.5 Auswertung von IFN-y-SNP

Die Markierung in Abbildung 15 zeigt das Ergebnis einer Agarosegelelektrophe-
rese des proinflammatorischen Zytokins IFN-y welches durch Banden an Posi-
tion +874 bei 250bp charakterisiert ist. Hier wird an der ersten Position des
IFN-y (IFN-y +874T) deutlich, dass in Gegenwart eines Zytokin-Allels das Pro-
dukt der internen Kontrolle ganz fehlen oder schwacher ausgepragt sein kann.
Aus dieser Bandenkonstellation resultiert ein heterozygoter Genotypen (T/A)
mit einer mittleren Expressionsrate. Unter allen ALL-Patienten weisen 49% ei-
nen T/A Genotyp, 26% einen A/A und 25% einen T/T Genotyp auf. In den Kon-
trollen wird vermehrt das heterozygote T/A (58%) nachgewiesen, gefolgt von
dem homozygoten T/T (24%) und dem selteneren A/A-Allel (18%), (siehe Ta-
belle 12). Dennoch konnte keine Signifikanz zwischen Patienten und Kontroll-

gruppe nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Patient mit einem T/A Genotyp des IFN-y am Intron 1 +874.
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4.4 Einfluss der Zytokingenpolymorphismen auf die Risikogruppe und

die initialen Leukozytenzahlen
441 TNF-a

Fir TNF-a kann kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Risikogruppe
oder der initialen Leukozytenzahl und dem TNF-a-Polymorphismus nachgewie-

sen werden.
44.2 TGF-1

Vergleicht man die verschiedenen Risikogruppen (HR und Nicht-HR) mit den
Genotypen von TGF-$1, stellt man fest, dass Patienten in der Hochrisikogruppe
haufiger einen T/T Genotyp auf Codon 10 von TGF-B1 (58%) besitzen als Pati-
enten in der Standard- oder mittleren Risikogruppe (28%) (Tabelle 13, p<0,01).
Keiner der 19 Hochrisikopatienten ist homozygot fur C/C, wohin gegen 24% der
Nicht-Hochrisikogruppe C/C exprimieren.

Gesamt | SR/MR HR p-Wert
(n=94) | An- % An- %
zahl zahl
TGF-B1 | T/T (hoch) 32 21 28 |11 58 | <0,01
Codon T/C (mittel) 44 36 48 8 42
10 C/C (niedrig) 18 18 24 0 0

Tabelle 13: TGF-B1 Polymorphismen im Vergleich von Nicht-Hochrisikogruppe und
Hochrisikogruppe bei Kindern mit ALL.

Bei der Auswertung der Leukozyten- und lymphatischen Blastenzahlen zeigt
sich, dass Patienten mit einem homozygoten Genotyp an Codon 25 des TGF-
B1 (G/G) signifikant hohere Leukozytenzahlen aufweisen als Patienten mit ei-
nem G/C oder C/C Haplotyp (G/G: 51.843 + 135/ ul, G/C und C/C: 30.428 + 55/
ul, p<0,03, Tabelle 14). Lymphatische Blasten sind im G/G Genotyp zwar er-
hoht, aber nicht signifikant im Vergleich zu den Haplotypen G/C und C/C. Zu-
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satzlich kann bei 9 der 11 Patienten mit Hyperleukozytose (>80.000 Leukozyten

bei Erstdiagnose) ein G/G Genoytp auf Codon 25 von TGF-B1 nachgewiesen

werden. Die restlichen 2 Patienten exprimieren G/C.

Anzahl | % Leukozyten- | p-Wert
(n=89) (1000/ul)
TGF-B1 | G/G (hoch) 69 77,5 | 51.843 0,029
Codon G/C (mittel) und C/C | 20 22,5 |30.428
25 (niedrig)

Tabelle 14: TGF-B1-Polymorphismus und Leukozyten.

443 IL-10

Ein signifikanter Unterschied kann ebenso beim Vergleich der Risikogruppen

(HR versus Nicht-HR) mit den IL-10-Zytokingenpolymorphismen festgestellt
werden. Patienten mit einem IL-10 Genotyp ACC/ACC und ACC/ATA sind hau-
figer in die Hochrisikogruppe (37%) als in der Nicht-Hochrisikogruppe (11%).

Daruber hinaus werden weniger Patienten mit einem ATA/ATA Genotyp in die

Hochrisikogruppe (0%), als in die Nicht- Hochrisikogruppe (9%) eingeteilt
(Tabelle 15):
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Gesamt | SR/MR HR p-Wert
(n=94) | An- % | An- %
zahl zahl
IL-10 | ACC/ACC (niedrig) 1 0 0|1 5 | <0,05

ACC/ATA (niedrig) 14 8 11 |6 32
ATA/ATA (niedrig) 7 7 9 10 0
GCC/ACC (mittel) 37 30 40 |7 37
GCC/ATA (mittel) 14 13 17 |1 5
GCC/GCC (hoch) 21 17 23 |4 21

Tabelle 15: IL-10 Polymorphismen im Vergleich von Nicht-Hochrisikogruppe und Hoch-
risikogruppe bei Kindern mit ALL.

Es kann keine Signifikanz zwischen den Leukozytenzahlen und den IL-10 Po-

lymorphismen festgestellt werden.
444 IL-6

Weder bei der Analyse der Risikogruppe noch bei den initialen Leukozytenzah-
len kdnnen signifikante Zusammenhange mit dem IL-6 Polymorphismus nach-

gewiesen werden.
445 IFN-y

Die Auswertung des Zusammenhangs zwischen den Polymorphismen von IFN-
y und den lymphatischen Blasten ergibt (Tabelle 16), dass Patienten mit einem
T/T Genotyp prozentual mehr lymphatische Blasten (45,6%) aufweisen als Pa-
tienten mit einem A/A oder einem T/A Genotypen (31,6%).
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Anzahl | % Lymphatische | p-Wert

(n=90) Blasten (%)
IFN-y | T/T (hoch) 21 23 | 45,6 0,049
T/A (mittel) und A/A 69 77 | 31,6

(niedrig)

Tabelle 16: IFN-y-Polymorphismus im Vergleich mit lymphatischen Blasten.

Es wurden keine signifikanten Relationen zwischen der Risikogruppe oder den

initialen Leukozytenzahlen und dem IFN-y-Polymorphismus festgestellt.

4.5 Einfluss der Ilymphatischen Blasten auf die Zytokingen-

polymorphismen

Insgesamt sind 33 Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose gefunden wurden,
bei denen 37 Veranderungen in den Zytokingenen bei Erstdiagnose und nach
Therapiebeginn detektiert wurden. 10 Patienten zeigen Genveranderungen bei
TNF-q, 7 Patienten bei TGF-B1, 5 Patienten bei IL-10, 11 Patienten bei IL-6 und
4 Patienten bei IFN-y.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose haben signifikant mehr Patienten mit ZNS-
Beteiligung einen G/A-Polymorphismus (100%) als Patienten ohne ZNS-Befall
(9,4%), siehe Tabelle 17. Bei der Untersuchung im Therapieverlauf kann diese
Tendenzen nicht bestatigt werden, jedoch konnte bei einem der ZNS positiven
Patienten (Patientennummer 11 in Tabelle 19) ein Zytokingenpolymorphismus-

wechsel von G/A auf A/A nachgewiesen werden.
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ZNS-Beteiligung p-Wert
positiv negativ
Anzahl | % Anzahl | %
TNF-a bei G/G 0 0 25 78,1 0,0037
Erstdiagnose | G/A 3 100 3 9,4
A/A 0 0 4 12,5
TNF-a in G/G 1 20 52 59 n.s.
Remission G/A 2 40 24 27
A/A 2 40 12 14

Tabelle 17: TNF-a Polymorphismus und ZNS-Beteiligung bei Diagnose und nach

Therapiebeginn.

Weiterhin kann gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Patienten
mit einem C/C Genotyp im IL-6 Gen haufiger eine B-ALL (75%) haben als eine
T-ALL (16,78%). Weiterhin tritt G/C (50%) haufiger bei T-ALL als bei B-ALL
(3,45%) auf (Tabelle 18, p=0,0032). Diese Signifikanz wurde nach Therapiebe-
ginn nicht bestatigt, jedoch vollzog sich bei allen 3 Patienten (Patientennum-
mer: 11, 42, 58 in Tabelle 19) mit einem G/C Genotyp einen Zytokinwechsel
von G/C auf C/C.

B-ALL T-ALL p-Wert
Anzahl | % Anzanhl %
IL-6 bei | G/G (hoch) 6 20,7 2 33,3 |0,0032
Erstdi- | G/C (hoch) 1 3,4 3 50
agnose | C/C (niedrig) 22 75,9 1 16,67
IL-6 in | G/G (hoch) 18 21 2 18 n.s.
Remis- | G/C (hoch) 4 5 1 9
sion C/C (niedrig) | 61 74 8 73

Tabelle 18: IL-6 Polymorphismus und Risikogruppe bei Erstdiagnose und nach

Therapiebeginn.
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4.6 Einfluss der Zytokingenpolymorphismen auf die Rezidivrate und die
Gesamtuberlebensrate

TNF-q, IL-6 oder IFN-y haben keinen Einfluss auf die Rezidivrate oder Gesamt-
Uberlebensrate. Patienten mit einem G/C in TGF-B1 an Codon 25 haben eine
niedrigere Rate an Rezidiven als Patienten mit einem G/G oder C/C Genotyp
(5-Jahresrezidivfreiheit: G/C: 100%, G/G: 82,46% und C/C: 75%; p=0,05; siehe

Abbildung 16). Gleiche Tendenzen konnen auch in der Gesamtuberlebensdau-
er (5-JUR: G/C:100% und G/G:83%) festgestellt werden, welche jedoch auf-
grund der kleinen Patientenzahl nicht signifikant ist.
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Abbildung 16: Einfluss von TGF-B1 Codon 25 auf die Rezidivfreiheitsrate bei Patienten
mit ALL.
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Daruber hinaus ergibt die Auswertung, dass Patienten mit einer mittlerer oder
hohen IL-10 Produktion (GCC/ACC, GCC/ATA und GCC/GCC, Tabelle 03) im
Vergleich zu Patienten mit einer niedrigen Produktionsrate (ACC/ACC,
ACC/ATA und ATA/ATA) weniger Rezidive und zusatzlich eine verlangerte
Uberlebensdauer haben (Abbildung 17 und Abbildung 18).
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Abbildung 17: Einfluss von IL-10 Genotypen auf die Rezidivfreiheitsrate bei Patienten
mit ALL.
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Abbildung 18: Einfluss von IL-10 Genotypen auf das Uberleben bei Patienten mit ALL.
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5 Diskussion

5.1 Einfuhrende Bemerkungen

Akute lymphatische Leukamien sind die haufigsten malignen Erkrankungen im
Kindesalter. Jedes Jahr werden in Deutschland circa 600 Kinder behandelt. Pa-
thophysiologisch prasentieren sich ALL durch eine gesteigerte Zellproliferation
auf Blastenebene sowie einer Inhibition der lymphatischen Differenzierung.
Trotz einer Vielzahl an Theorien und Studien konnte bisher noch keine eindeu-
tige Ursache fur die Entstehung einer Leukamie gefunden werden. Dennoch
kam es in den letzten Jahren zu einer standigen Verbesserung der Therapie,
die jedoch gleichzeitig mit einer erhdhten Zahl an Nebenwirkungen, wie bei-
spielsweise schweren Infektionen, den Behandlungserfolg limitieren. Aus die-
sem Grund ist es umso wichtiger, Risikofaktoren zu detektieren, um darauf ba-
sierend eine gezielte und individuell abgestimmte Therapie zu etablieren. Zu
den bereits bekannten Risikofaktoren zahlen beispielsweise chromosomale
Veranderungen wie das Fusionsgen BCR-ABL. Aufgrund dieser Erkenntnis
konnte der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib als fester Bestandteil der ALL-
Therapie bei Patienten mit einer BCR-ABL Chromosomentranslokation etabliert
und dadurch die Prognose der Patienten entscheidend verbessert werden [88,
89].

5.2 Klinische Parameter

Es ist bekannt, dass verschiedene klinische Patientenmerkmale einen Einfluss
auf die Risikogruppe, den Verlauf sowie die Prognose bei Kindern mit ALL ha-
ben. So konnte bereits in diversen Studien gezeigt werden, dass mannliche Pa-
tienten trotz verbesserter Therapieprotokolle ein schlechteres Risikoprofil haben
als weibliche Patienten [90-92]. Weitere, bereits beschriebene Risikofaktoren
sind: Patienten, die alter als 11 Jahre sind [93], an einer T-ALL erkranken [92],
eine ZNS-Beteiligung aufweisen [90], im Hochrisikozweig angesiedelt sind [94],
eine Indikation zur SZT erhalten haben [93] oder eine Hyperleukozytose zum

Zeitpunkt der Erstdiagnose aufweisen [95].
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Diese Erkenntnisse konnten im untersuchten Patientenkollektiv bestatigen wer-
den. 30% der mannlichen Patienten und nur 9% der weiblichen Patienten wur-
den im Hochrisikozweig behandelt. Dabei ist deutlich geworden, dass Patien-
ten, die junger als 11 Jahre alt sind, signifikant seltener an einem Rezidiv er-
kranken (9%) als Patienten, die alter als 11 Jahre sind (50%). Ferner konnte
gezeigt werden, dass Patienten mit einer T-ALL im Vergleich zur B-ALL ver-
mehrt im Hochrisikozweig therapiert wurden (66,6% versus 14,5%) und haufiger
eine ZNS-Beteiligung (25% versus 2,5%) aufwiesen. Zugleich bestatigte sich,
dass Patienten in der Hochrisikogruppe im Krankheitsverlauf deutlich haufiger
eine Indikation zur SZT erhalten (70%) als Patienten aus dem mittleren- oder
Standardrisikozweig (30%). Weiterhin konnte bewiesen werden, dass Patienten
mit einem mittleren- oder Standardrisikoprofil eine bessere 5-JUR aufweisen
(97%) als Patienten im Hochrisikozweig (71%). Signifikant erhéhte Leukozyten-
zahlen konnten bei Patienten mit T-ALL und ZNS-Beteiligung im HR-Zweig so-
wie bei Patienten mit nachfolgender SZT nachgewiesen werden.

5.3 Zytokingenpolymorphismen

Zytokine dienen als Botenstoff bei der Interaktion verschiedener Zellpopulatio-
nen. Sie konnen das biologische Verhalten der lymphatischen Blasten und der
Zellen des Immunsystems beeinflussen, indem sie z. B. die Leukdmiogenese
fordern, eine Apoptose unterdricken (IL-10, IL-15), die Immunantwort modulie-
ren (IL-10) oder die Zellproliferation (IL-7, IL-10, IL-15) fordern [96]. Da geneti-
sche Veranderungen in den Zytokinen mit unterschiedlichen Zytokinexpressi-
onsraten assoziiert sind, ruckte die vorliegende Arbeit die Frage in den Fokus,
inwieweit Einzelnukleotidpolymorphismen in pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen (TNF-a, TGF-1, IL-10, IL-6 und IFN-y) Einfluss auf die Risikogruppe,
die Art der Leukamie, die Genfrequenzen, die Rezidivrate und das Gesamt-

Uberleben einer akuten lymphatischen Leukamie im Kindesalter haben.
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5.3.1 TNF-a

TNF-a ist ein multifunktionales Zytokin, welches nicht nur Einfluss auf die Zell-
differenzierung oder die lytische Aktivitat von Makrophagen nimmt, sondern
auch einen entscheidenden Beitrag zur Transkriptionsaktivitat des Glukokor-
tikoidrezeptors leistet [65]. Da die Glukokortikoidgabe ein wesentlicher Bestand-
teil der ALL-Therapie und der Prednisolon-Response ein wichtiger Prognose-
faktor ist, konnten TNF-a-Polymorphismen einen Beitrag zur Detektion der Ur-
sache von ALL leisten oder als zukunftige Marker fur eine optimale Risikostrati-
fizierung dienen [90, 97].

In verschiedenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass TNF-a mit Ab-
stoRungsreaktionen bei Organtransplantation sowie einer Kortisonresistenz as-
soziiert ist [61, 66, 98]. Andere Arbeitsgruppen zeigten jedoch auch, dass TNF-
a bei Patienten mit ALL keinen Einfluss auf die Pathogenese, den klinischen

Verlauf oder das Behandlungsergebnis haben [99, 100].

Im untersuchten Patientenkollektiv konnte kein Zusammenhang zwischen dem
-308 TNF-a Polymorphismus und der Prognose gefunden werden. Interessan-
terweise konnten bei Patienten mit einer ZNS-Beteiligung zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose haufiger der G/A-Genotyp (100%) nachgewiesen werden als bei
Patienten ohne ZNS-Befall (9,4%, p=0,004). Diese Signifikanz konnte im The-
rapieverlauf nicht bestatigt werden. Zusatzlich wurde jedoch eine Anderung des
Genotyps bei einem Patienten mit ZNS-Beteiligung festgestellt. Folglich kann
angenommen werden, dass lymphatischen Blasten ein anderes Genpolymor-
phismusprofil aufzeigen, welches zum Zeitpunkt der Remission nicht mehr
nachzuweisen war. Diese Beobachtungen konnten Hinweise auf einen blasten-
spezifischen ,immune escape“-Mechanismus geben beziehungsweise einen

Malignitatsmarker darstellen.

Der Mechanismus der ALL-Blasten, der naturlichen Immunantwort zu entkom-
men, ist dennoch bisher ungeklart, wobei einige Daten daraufhin weisen, dass
abnorme Zytokinexpressionen eine klonale Expansion der malignen transfor-

mierten Zelle bewirken und dass ALL-Zellen ineffizient Antigene prasentieren
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[96, 101, 102]. Die Expression von Zytokinen und damit die fehlende T-
Zellstimulation ware eine mogliche Erklarung fur diesen ,immune escape®.
Lucynski et al. haben bereits zeigen konnen, dass lymphatische Blasten eine
niedrige Expressionsrate an Adhasions- bzw. kostimulierenden Molekulen und
daruber hinaus eine erhohte Zytokinexpression fur die Zytokine IFN-y, IL-4 und
TGF-B1 auf mRNA-Ebene aufweisen [103].

In der Literatur wurden diese Beobachtungen zum Zytokin TNF-a bisher noch
nicht beschrieben. Da den Ergebnissen dieser Arbeit nur eine geringe Patien-
tenzahl zugrunde liegt, ist deren Aussagekraft limitiert. Deshalb sollten weitere
Analysen sowie Studien durchgefuhrt werden, um die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit zu replizieren, kontrollieren und deren Gultigkeit in groReren Pa-
tientenpopulationen zu testen und um gegebenenfalls neue Risikofaktoren und
Ursachen zu detektieren.

5.3.2 IL-10

Oftmals wird IL-10 als Gegenspieler von TNF-a beschrieben, der Einfluss auf
das Langzeitiberleben sowie das Ansprechen von Kortison hat [98, 104]. IL-10
wirkt Uberdies immunsuppressiv auf die Tumorantigenprasentation, da sowohl
kostimulierende Molekule (CD40) auf den Tumorzellen als auch die MHC Il Ex-
pression auf antigenprasentierenden Zellen herunterreguliert werden. Dadurch
wird sowohl die antigenprasentierende Kapazitat der Immunzellen als auch die
Immunogenitat der Tumorzellen verringert und die Elimination maligner Zellen
durch das Immunsystem gehemmt [105]. IL-10 tragt ebenso zur abschliel3en-
den Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen bei und konnte beispielswei-

se als Wachstumsfaktor fur das Multiple Myelom nachgewiesen werden [106].

Fur den IL-10-Polymorphismus konnte bereits in anderen Studien mit Leuka-
miepatienten gezeigt werden, dass SNP in Promotorregionen von IL-10 das
Krankheitsgeschehen beeinflussen. Dabei wiesen AML-Patienten Unterschiede
in den Promotorgenregionen an den Positionen -592 und -819 auf [107], wohin-
gegen bei padiatrischen ALL-Patienten ein Polymorphismus an Position -1082
beschrieben wurde [108].
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In dieser Arbeit wurden die erwahnten 3 SNP (-592, -819, -1082) der IL-10
Promotorregion untersucht. Patienten mit den Genotypen ACC/ACC oder
ACC/ATA wurden haufiger der Hochrisikogruppe zugeteilt als Patienten mit ei-
nem ATA/ATA Genotypen (p<0,05). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Pa-
tienten, die IL-10 (GCC/GCC) in hohem Male produzieren im Vergleich zu ALL-
Patienten haufiger in der gesunden Kohorte vorkommen [85]. Erganzend dazu
erkrankten Patienten mit niedrigen IL-10 Produktionsraten (ACC/ACC,
ACC/ATA und ATA/ATA) haufiger an einem Rezidiv und hatten dartber hinaus
eine schlechtere 5-JUR als Patienten mit einer hohen Zytokinexpression
(GCC/ACC, GCC/GCC, oder GCC/ATA, p<0,05).

Lauten et al. fanden bereits einen Zusammenhang zwischen hohen IL-10 Spie-
geln und einem guten Therapieansprechen auf Kortison, was per se ein positiv
prognostisches Kriterium ist [98]. Da die Prednisolon-Response in der Indukti-
onsphase ein wichtiger Prognosefaktor ist [90, 97], haben Patienten mit hohen
IL-10-Expressionsraten (,high producer” -1082G) einen protektiven Einfluss auf

die Prognose bei Kindern mit ALL.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weder bei der Analyse der Art der Leukamie
noch bei den initialen Leukozytenzahlen oder ZNS-Beteiligung eine Signifikanz

festgestellt werden.
5.3.3 TGF-p1

TGF-B1 ist ein pluripotentes Zytokin, welches sich durch seine duale Funktion
als Tumorsuppressor und Tumorpromotor charakterisieren lasst [109] und damit
eine zentrale Rolle bei Tumorerkrankungen einnimmt. Am Beispiel von Hirntu-
moren ist eine wachstumsinhibierende Funktion vor allem in den frGhen Tu-
morstadien festzustellen, die wahrend der Tumorprogression aufgrund von bis-
her unbekannten Ursachen verloren geht. Der fehlende antiproliferative Effekt
von TGF-B1 fuhrt zu einer ungehinderten Zellproliferation, einem erhdhten Me-
tastasierungspotential, einer Tumorinvasion und darUber hinaus zu einer ge-
steigerten TGF-B1-Produktion. Zusatzlich kommt es einerseits zu einer gestei-
gerten TGF-B1-Produktion. Andererseits vollzieht sich aus ungeklarten Grinden
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ein TGF-B1-Wechsel vom Tumorsuppressor zum Tumorpromoter, welcher mit
einer Suppression des Immunsystem assoziiert ist [110-113]. Nicht nur in Hirn-
tumoren sind erhohte TGF-B1 Serumkonzentrationen nachzuweisen, sondern
auch bei Lungen-, Mamma-, Kolorektal-, Magen-, Hepatozellularem- und Nie-
renkarzinomen oder Gliomen [114, 115].

Es konnte bereits gezeigt werden, dass TGF-B1 nicht nur Einfluss auf die Fib-
roseneigung bei Lungentransplantationen hat [68], sondern auch mit Komplika-
tionen bei Nierentransplantationen assoziiert ist. Organempfanger mit niedrigen
TGF-B1-Produktionsraten (Codon 10 Genotyp: C/C, Codon 25 Genotyp: C/C)
wiesen haufiger eine Abstollungsreaktion bei einer Nierentransplantation auf
als Patienten mit hohen TGF-B1 Produktionsraten. Sobald bei Organspendern
hohe TGF-B1-Raten (Codon 10 Genotyp: T/T, Codon 25 Genotyp: G/G) nach-
gewiesen wurden, stieg die Anzahl an Patienten mit Chronischer Dysfunktion
des Nierentransplantats [116]. Daruber hinaus wurde in weiteren Arbeiten zur
Karzinogenese sowie zur Graft-versus-Host-Diseases (Transplantat-Wirt-
Reaktion) der immunmodulatorische Effekt von TGF-B1 aufgezeigt [110, 117,
118]. Damit scheint TGF-B1 eine wichtige Bedeutung in der Pathogenese und

Risikoabschatzung verschiedener Tumorentitaten zuzukommen.

Bereits andere Arbeitsgruppen demonstrierten, dass Genpolymorphismen von
TGF-B1 keinen Einfluss auf die Inzidenz bei Kindern mit ALL haben [119]. Die
vorliegende Arbeit bestatigt dieses Ergebnis. Signifikante Unterschiede ergaben
sich bei der Analyse der Leukozytenzahlen. Es wurde deutlich, dass Patienten,
die ein G/G (,high producer®) im TGF-1 Codon 25 aufweisen, hdhere initiale
Leukozytenzahlen haben als die Genotypen G/C und C/C.

Patienten, bei denen G/C im Codon 25 nachgewiesen wurde, hatten eine nied-
rigere Wahrscheinlichkeit, an einem Rezidiv zu erkranken als Patienten mit ei-
nem G/G oder G/C Genotypen (p=0,05). Diese Beobachtungen wurden bisher
noch nicht in der Literatur beschrieben, weshalb eine umfangreichere Untersu-
chung angestrebt werden sollte.
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Signifikante Unterschiede ergaben sich weiterhin beim Vergleich der Risiko-
gruppe mit den Zytokingenpolymorphismen. Patienten, die hohe TGF-31 Pro-
duktionsraten (Codon 10 Genotyp: T/T) aufwiesen, waren haufiger im Hochrisi-
kozweig zu finden als Patienten mit niedrigen Produktionsraten (Genotyp: T/C,
T/T). Im Rahmen der Studie von Omrani et al. wurde bestatigt, dass das T-Allel
von Codon 10 mit einem groReren Risiko fur die Entwicklung eines Prostatakar-
zinoms beziehungsweise einer benignen Prostatahyperplasie assoziiert ist
[120].

Daraus resultiert, dass hohe TGF-B1 Produktionsraten das Risikoprofil und die
Prognose, jedoch nicht die Inzidenz einer ALL zu beeinflussen scheinen. Den-
noch bleibt TGF-B1 ein viel diskutiertes Zytokin, welches beispielsweise durch
seine ausgepragte antiinflammatorische Komponente eine starke Ty2 Reaktion
induziert und damit einen entscheidenden Beitrag zu Immunprozessen im

Krankheitsverlauf beitragen kdnnte [121].
5.34 IL-6

Interleukin 6 gehort zu den Zytokinen, welche die Entzindungsreaktionen eines
Organismus regulieren. Wahrend IL-6 bei lokalen oder akuten Infektionen die
Ausschuttung von Akute-Phase-Proteinen stimuliert und die Expression von
proinflammatorischen (TNF-a, IFN-y) Zytokinen inhibiert, wirkt es bei chroni-
schen intrazellularen Infektionen oder Tumorerkrankungen proinflammatorisch
und regt die Immunglobulinsekretion sowie die B-Zell-Differenzierung an [52,
122]. Es konnte gezeigt werden, dass hohe IL-6 Serumkonzentrationen nicht
nur einen Einfluss auf die juvenile chronische Arthritis bei Kindern [55] haben,
sondern auch bei Patienten mit Morbus Hodgkin, Non Hodgkin Lymphom und
dem multiplen Myelom [123, 124] einen Beitrag zum Krankheitsprozess leisten.
Uberdies wurde nachgewiesen, dass IL-6 auch bei soliden Tumoren (Ovarial-,
Mamma- oder Kolorektalekarzinom) im fortgeschrittenem Krankheitszustand mit
einer schlechteren Prognose assoziiert ist [125-128]. Durch die immunsuppres-
sive Wirkung von IL-6 werden dendritische Zellen inhibiert, die dadurch wiede-

rum das weitere Tumorwachstum unterstitzen.
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Sowohl Fishman et al., als auch Cussigh et al. kamen in ihren Studien zu dem
Ergebnis, dass das G-Allel haufiger in der Gesundkohorte auftritt und eine ho-
here Zytokinexpressionsrate aufweist als das C-Allel [55, 129]. Im Vergleich
zum gesunden Kollektiv, bei dem das G-Allel vermehrt auftritt, wiesen ALL-
Patienten dieser Studie signifikant haufiger das C-Allel auf (p<0,0001), welches
mit einer niedrigen Zytokinproduktion assoziiert ist. Folglich haben padiatrische
ALL-Patienten signifikant niedrigere IL-6 Produktionsraten als gesunde Patien-
ten [85].

Diese Feststellung steht im Widerspruch zu den bisherigen Thesen, die besa-
gen, dass erhohte IL-6 Raten einen Einfluss auf die Karzinogenese haben [123,
124]. Daher sollten diese Thesen im Rahmen von umfangreicheren Studien
noch einmal Uberpruft werden, da IL-6 durch seine unterschiedlichen Wir-
kungsweisen zum einen als Botenstoff im Rahmen einer Akute-Phase-Reaktion
bei Infektionen sowie zum anderen als Immunsuppressivum fungieren kann. Da
viele ALL Patienten initial mit Infektionen und Fieber als Folge ihrer Abwehr-
schwache im Rahmen ihrer Grunderkrankung aufgenommen werden, weisen
diese Patienten allein aufgrund ihrer Infektion einen erhohten IL-6 Spiegel auf.
Es bleibt deshalb unklar, ob die hohe IL-6 Expression als ein Teil der Grunder-
krankung und als Produkt der Blasten anzusehen ist oder ob es sich vielmehr
um ein infektioses Ereignis handelt, bei dem Immunzellen inflammatorische

Mediatoren produzieren.

Zusatzlich wurde gezeigt, dass zum Zeitpunkt der Erstdiagnose signifikant mehr
Patienten mit B-ALL einen C/C-Genotypen (76%) und seltener einen G/C-
Genotypen (3,4%) aufweisen als Patienten mit einer T-ALL (Genotyp: C/C:
16,6%, G/C: 50%) [85]. Ebenso wie bei TNF-a kam es hier wahrscheinlich auf-
grund eines ,immune escape“-Mechanismus zu einer Anderung des Genotyps,
da diese Genotypen in Remission nicht mehr nachgewiesen werden konnten.
Diese Erkenntnisse sollten im Rahmen umfangreicherer Studien und grolRerer

Patientenzahlen noch einmal Gberpruft werden.
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5.3.5 IFN-y

IFN-vy ist ein klassisches Ty1-Zytokin, welches aufgrund seiner proinflammatori-
schen Wirkung Einfluss auf die Tumorprogression nehmen kann [130, 131]. In
den vergangenen Jahren wurde in einer Vielzahl von Studien der Zusammen-
hang zwischen dem IFN-y-Polymorphismus und einer erhdohten Krebsinzidenz
beschrieben. Unter anderem wurden bei Patienten mit Mamma- [130, 132] oder
Cervixkarzinom [133] nachgewiesen, dass IFN-y das Erkrankungsrisiko signifi-
kant erhoht. Jedoch konnten Ge et al. beweisen, dass diese Erkenntnisse nicht
eindeutig beziehungsweise umstritten waren. Im Rahmen einer Metaanalyse
konnten Ge et al. beweisen, dass es keine signifikante Assoziation zwischen
dem IFN-y Polymorphismus und verschiedenen Tumorerkrankungen gibt [134].
Unabhangig davon wurde jedoch bereits in einer Studie bei Kindern mit ALL ein
Zusammenhang zwischen dem IFN-y und dem Alter beziehungsweise der Risi-
kogruppe bei B-ALL nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit einer
B-ALL und einer schlechten Prednisolon-Response haufiger das A-Allel (,low
producer®) exprimieren [135].

Im untersuchten Patientenkollektiv wurden bei Patienten mit einem T/T-Allel
und einer hohen IFN-y-Expressionsrate zum Zeitpunkt der Erstdiagnose signifi-
kant mehr lymphatische Blasten nachgewiesen als bei Patienten mit niedrigen
IFN-y-Raten (T/A, A/A). Das daraus resultierende schlechtere Risikoprofil konn-
te Einfluss auf die Prognose nehmen [95].

Interessanterweise ist ebenso wie fur das Ty1 Zytokin TNF-a kein Zusammen-
hang zwischen IFN-y und der Inzidenz, Risikogruppe oder Prognose feststellt
worden. Eine leukamie-assoziierte Immunmodulation konnte als Ursache der
gestorten Ty1 Zytokinproduktion angesehen werden und musste im Rahmen

weiterer Studien sowie anderer Methoden untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Die akute lymphatische Leukamie ist die haufigste maligne Erkrankung im Kin-
desalter. Trotz systematischer Erhebung und Auswertung von Daten im Rah-
men der ALL-BFM-Studiengruppe und der damit verbundenen kontinuierlichen
Verbesserung der Prognose hat man noch immer keine Ursache fur eine ALL
gefunden. Daher nimmt eine umfangreiche Risikostratifizierung eine zentrale
Rolle in der Behandlungsplanung einer ALL ein. Basierend auf einer exakten
Stratifizierung kann die Therapie risikoadaptiert und individualisiert werden, um
eine Ubertherapie zu vermeiden und letztlich die Heilungschancen zu verbes-

sern.

Pro- und antiinflammatorische Zytokine kommt in den komplexen Wirkungsme-
chanismen des Immunsystems eine Schlusselrolle zu. Viele Infektions-, Auto-
immun- oder Tumorerkrankungen werden durch das Produktionsprofil der Zyto-
kine beeinflusst. Da genetisch determinierte Zytokingenpolymorphismen Krank-
heitsverlaufe beeinflussen und verandern, wurde untersucht, ob Zytokine einen

Einfluss auf padiatrische Patienten mit einer ALL haben.

Im Zuge dieser Arbeit wurden 95 padiatrische Patienten mit ALL auf Polymor-
phismen der Zytokine TNF-a, TGF-$1, IL-10, IL-6 und IFN-y analysiert, die im
Zeitraum vom 21.06.2004 bis zum 30.04.2014 an der Kinderklinik des Universi-
tatsklinikums Wurzburg behandelt wurden. Mittels DNA-Extraktion, sequenz-
spezifischer PCR und Gelelektropherese wurden 35 Proben bei Erstdiagnose
und 93 zum Zeitpunkt der Remission mit folgender zentralen Fragestellung un-
tersucht:

Gibt es genetische Risikofaktoren, die Einfluss auf
» die Risikogruppe
* die Art der Leukamie
* die Genfrequenz
* die Rezidivrate und

* das Gesamtuberleben
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einer akuten lymphatische Leukamie im Kindesalter haben und sich zudem
durch Einzelnukleotidpolymorphismen in pro- und antiinflammatorischen Zyto-

kinen auszeichnen?

Im Rahmen dieser Studie konnte festgestellt werden, dass das immunsuppres-
sive Zytokin IL-10 einen Einfluss auf die Genfrequenz, die Risikogruppe, die
Rezidivrate sowie die Prognose bei Kindern mit ALL hat. Patienten mit niedri-
gen Zytokinexpressionsraten (Genotypen ACC/ACC und ACC/ATA) wurden
haufiger in der Hochrisikogruppe therapiert, hatten mehr Rezidive und eine
schlechtere Prognose als Patienten mit hohen Zytokinexpressionsraten. Dar-
uber hinaus ist der Genotyp GCC/ACC signifikant haufiger bei ALL-Patienten
anzutreffen als im gesunden Kollektiv. Beim immunsuppressiven IL-6 konnte
festgestellt werden, dass der Genotyp C/C signifikant haufiger bei Patienten mit
einer ALL auftritt als bei gesunden Patienten. Ferner zeigte sich, dass es so-
wohl fiir IL-6 als auch fir TNF-a eine Anderung des Genotyps zwischen Erstdi-
agnose und in Remission auftrat, die Hinweise auf einen blastenspezifischen
.immune-escape“-Mechanismus geben. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass
das immunmodulatorische Zytokin TGF-B1 einen Einfluss auf die Risikogruppe
sowie die Rezidivrate hat. Patienten, die eine T/T Kombination am Codon 10
aufwiesen wurden haufiger im Hochrisikozweig therapiert als Patienten mit den
Genotypen T/C oder C/C. Des Weiteren wurde demonstriert, dass Patienten mit
einem C/C an Codon 25 haufiger an Rezidiven erkrankten als Patienten mit ei-
nem G/C oder G/G. Fur die Ty1 Zytokine IFN-y sowie TNF-a wurde kein Zu-
sammenhang zwischen der Genfrequenz, der Risikogruppe, der Art der Leu-
kamie, der Rezidivrate oder dem Gesamtuberleben gefunden.

Auch wenn man bisher noch nicht genau weil}, wie Zytokingenpolymorphismen
Einfluss auf padiatrische ALL nehmen, wird anhand dieser Arbeit gezeigt, dass
Zytokine einen Beitrag zur Pathogenese der ALL leisten und daher zuklnftig far
eine umfassendere Risikostratifizierung geeignet sind. DarUber hinaus konnen
diese Ergebnisse dazu beitragen, dass Zytokine als biologische Marker etabliert
werden, um eine weniger toxische immunmodulierende bzw. -suppressive The-

rapie zu gewahrleisten. Dies fuhrt dazu, dass eine Therapie anhand des Risi-
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koprofils individuell und prognoseverbessernd abgestimmt werden kann. Je-
doch ware fur eine nachfolgende Untersuchung eine grofdere multizentrische
Stichprobe sowie eine prospektive Evaluation der Daten erstrebenswert. Gera-
de bei hereditaren Erkrankungen haben einzelne Gene nur einen geringen Ein-
fluss auf das Gesamtrisiko, sodass groRere Fallzahlen erforderlich waren, um

auch schwache Effekte zu detektieren.
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7 Summary

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is the most common malignant disease in
childhood. Although survival rates in paediatric patients with ALL have greatly
improved since effective drug combinations and risk-adapted therapy protocols
were introduced, possible causes for ALL are yet to be determined. The incom-
plete information on the pathogenesis of ALL heightens the need for extensive
risk stratification in order to develop and improve treatment methods. Exact
stratification helps to continuously improve and develop risk-adapted and indi-

vidual therapy approaches to minimise over- or under-treatment.

Based on the empirical finding that cytokines play a decisive role in immune
responses and that many autoimmune and malignant diseases are influenced
by cytokine production, this study hypothesized that genetically determined cy-
tokine gene polymorphisms might have an impact on children with ALL.

95 pediatric ALL patients were examined between June 2004 and April 2013 at
the Children’s Hospital of the University of Wurzburg with regard to cytokine
gene polymorphisms in TNF-a, TGF-B1, IL-10, IL-6 and IFN-y. Applying DNA
extraction, sequence-specific PCR and gel electrophoresis, 35 samples at initial
diagnosis and 93 samples in remission were obtained in order to find an answer

to the following question:

Are there any genetic risk factors, which influence the

* risk group

type of leukaemia
* gene frequency

* relapse rate

overall survival
with acute lymphoblastic leukaemia in childhood?

Within the scope of this study the immunosuppressive IL-10 has an influence on
gene frequency, risk group, relapse rate and overall survival. IL-10 high-
producer-haplotypes were reduced in ALL-patients compared with healthy con-
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trols and resulted in a reduced relapse rate, a superior overall survival and re-
sulted more often in the low risk group compared with IL-10 low producer haplo-
types. By analysing immunosuppressive IL-6, it was demonstrated, that the
genotype C/C is significantly more frequent in ALL-patients in comparison to
healthy patients. Interestingly, with regard to IL-6 as well as to TNF-a genotypes
a change in the genotype from initial diagnosis to remission was found in some
patients, which may indicate a blast specific immune-escape mechanism.
Moreover, the immune-modulatory cytokine TGF-B1 has an influence on risk
group and relapse rate. Patients with a C/C in Codon 10 suffered more often
from relapses than patients with G/C or G/G. TGF-1 high producer haplotypes
were correlated with a high initial blast-count (Codon 25 G/G) and were elevat-
ed in high-risk ALL-patients (Codon 10 T/T). For the Ty1 cytokines IFN-y and
TNF-a no correlation between frequencies, risk group, type of leukaemia, re-

lapse rate or overall survival could be found.

Even though the mechanisms by which the cytokine polymorphisms influence
the outcome of paediatric ALL remain to be determined, the data of the present
study suggest an important contribution of cytokines to the pathogenesis of ALL
and demonstrate their potential applicability in the clinical evaluation of progno-
sis in paediatric patients. Confirmatory studies correlating cytokine alleles with
disease markers will support the concept of cytokine-mediated immune surveil-
lance in humans as well as the importance of the genetic background of the
patient for strong anti-tumour immunity and responses to therapy. These data
can finally help to establish biomarkers for therapy stratification as well as im-
mune-therapeutic tools in childhood ALL for a more risk-adapted therapy, in
order to adapt the therapy intensity. However, for further studies an increase in
sample size and a prospective multicentre evaluation would be desirable. Es-
pecially in hereditary diseases, single genes have only a small influence on the
overall risk. That is why it is crucial to have a sufficiently high number of cases
to detect even small effects.
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8 Anhang

Die folgende Tabelle fasst alle Patienten noch einmal umfassend zusammen:

Nr. | m/w Alter | Diag- | Risiko- | Trans- ZNS- | SZT - | Behand- VK seit ED
bei nose | zweig lokationen | Befall | Indi- lungser- bis Re-
ED kati- gebnis zidiv/ To-
iny on desdatum/
Remission/
zuletzt
bekannt
01 w 0,6 B-ALL | MR andere - nein Remission | 1395
02 m 8 B-ALL | MR keine - nein Remission | 2919
03 | w 1 B-ALL | SR keine + nein Remission | 4079
04 m 2 B-ALL | SR keine - nein Remission 957
05 | w 5 B-ALL | MR keine - nein Remission 696
06 | w 7 B-ALL | MR andere - nein Remission 623
07 | w 9 B-ALL | HR andere - ja verstorben 258
08 m 4 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1314
09 m 6 B-ALL | SR Trisomie 21 | - nein Remission | 2403
10 | w 5 B-ALL | SR keine - nein Remission 951
11 m 15 T-ALL | SR keine + nein Remission 479
12 m 3 B-ALL | HR TEL/AMLA1, - nein Remission | 2924
Trisomie 8
13 | m 14 B-ALL | MR TEL/AMLA1 - nein Remission | 1486
14 m 4 B-ALL | MR keine - nein Remission | 3408
15 | w 7 B-ALL | SR Trisomie 21 | - nein Remission 756
16 m 14 B-ALL | SR keine - nein Remission 289
17 m 9 B-ALL | MR keine - nein Remission 289
18 | m 15 T-ALL | HR keine + ja Remission | 1698
19 m 4 T-ALL | SR keine - nein Remission 503
20 | w 3 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission | 1940
21 m 17 T-ALL | HR keine + ja Remission 553
22 m 15 B-ALL | MR keine - nein Remission | 1771
23 m 13 B-ALL | MR keine - nein Rezidiv 1076
24 m 6 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission | 1614
25 | w 3 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission 685
26 | m 13 B-ALL | SR andere - ja verstorben | 2105
27 | w 1 B-ALL | SR keine - nein Remission 894
28 | m 16 B-ALL | HR keine - ja Rezidiv 2624
29 | m 22 T-ALL | HR keine - ja verstorben 946
30 m 4 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1324
31 m 11 B-ALL | HR keine - nein Remission | 2983
32 m 2 B-ALL | MR keine - nein Remission 260
33 | w 3 T-ALL | SR keine - nein Remission | 3011
34 m 2 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1489
35 m 1 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1276
36 |w 15 B-ALL | SR keine - nein Rezidiv 2441
37 | w 4 T-ALL | MR keine - nein Remission | 1016
38 | w 2 B-ALL | SR keine - nein Remission | 3324
39 | w 9 B-ALL | MR keine - nein Remission | 2994
40 | m B-ALL | HR keine - ja unbekannt | 3226
41 W 4 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission
42 | m 8 T-ALL | HR keine - ja Remission | 2421
43 | m 3 B-ALL | HR keine - ja verstorben 631
44 | w 5 B-ALL | MR keine - nein Remission | 1084
45 m 7 B-ALL | HR BCR-ABL + | - nein Remission | 3195
46 | w 8 B-ALL | MR TEL/AMLA1 - nein Remission 239
47 m 7 B-ALL | SR keine - nein Remission | 2312
48 m 10 T-ALL | HR keine - nein Remission | 1982
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49 m 16 B-ALL | SR keine - nein Remission | 3205
50 | w 11 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1481
51 m 2 B-ALL | MR keine - nein Remission | 2408
52 m 6 B-ALL | SR keine - nein Remission 652
53 | m 3 B-ALL | MR Trisomie 21 | - ja Remission | 2364
54 | w 12 B-ALL | SR keine - ja Rezidiv 5326
55 | m 1 B-ALL | SR keine - ja verstorben | 2629
56 | w 2 B-ALL | SR keine - nein Remission | 2629
57 m 11 B-ALL | HR keine - nein Remission | 2902
58 | w 2 T-ALL | HR keine - ja Remission | 1892
59 m 2 B-ALL | SR keine - nein Remission | 3672
60 m 2 B-ALL | SR keine - nein Remission 690
61 m 1 B-ALL | SR keine - nein Remission 530
62 | w 4 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1995
63 | w 9 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission | 1129
64 | w 4 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1190
65 m 6 B-ALL | SR keine - nein Remission 425
66 w 0,2 B-ALL | SR keine + ja verstorben 505
67 | w 5 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission | 3218
68 m 3 B-ALL | SR keine - nein Remission 828
69 | w 3 B-ALL | MR keine - nein Remission | 1673
70 m 4 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1692
71 m B-ALL | HR keine - ja unbekannt 245
72 | w 9 T-ALL BCR-ABL - ja Remission | 1608
73 | m 1 B-ALL | MR andere - ja Rezidiv
74 | w 2 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission 421
75 m 14 B-ALL | MR keine - nein Remission 789
76 | w 2 B-ALL | MR keine - nein Remission | 1528
77 | w 5 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1381
78 | w 5 B-ALL | SR keine - nein Remission | 2933
79 |m 3 T-ALL | HR andere - ja Remission | 1107
80 | m 1 B-ALL | HR keine - ja Remission | 1741
81 w 4 B-ALL | SR keine - nein Remission 453
82 | m 10 B-ALL | HR keine - ja Remission | 1861
83 m 17 B-ALL | SR keine - nein Remission | 3348
84 m 4 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission 916
84 m 4 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Remission 215
85 m 16 B-ALL | SR keine - nein Remission 556
86 | w 2 B-ALL | MR keine - nein Remission | 2010
87 | w 1 B-ALL | MR keine - nein Remission | 1199
88 m 1 B-ALL | MR keine - nein Remission | 2779
89 | m 2 B-ALL | SR TEL/AMLA1 - nein Rezidiv 1680
90 m 8 B-ALL | SR keine - nein Remission | 1660
91 w 7 B-ALL | HR keine - nein Remission 432
92 | w 3 B-ALL | SR keine - nein Remission 531
93 | w 3 B-ALL | SR keine - nein Remission | 2274
94 | w 10 B-ALL | SR keine - nein Remission | 2722
95 | w 2 B-ALL | SR keine - nein Remission | 2861
95 54 m, | Alters | 83 B- | 52 SR, | 23 Trans- 5ZNS | 20 81 in Rem | VK: Medi-
41w ters- ALL, 23 MR, | lokationen: | +, SZT- ission, 6 | anvon

me- 12T- | 20HR 2BCR - Ind., Rezidive, 1568 Ta-

dian: | ALL ABL, 9 90 75 6 ver- gen

4,71 andere, 12 | ZNS - | ohne | storben,

Jahre TEL/AML SZT- 2 un-

Ind. bekannt

Tabelle 19: Patientencharakteristika ED - Erstdiagnose, Mo.- Monate, SZT - Stamm-

zelltransplantation, SR - Standardrisiko, MR - mittleres Risiko, HR - hohes Risiko.
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