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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamatopoese

Die Aufgaben des Blutes sind ungemein vielfdltig und bedirfen einer Vielzahl
spezialisierter Zellen. Deren Entstehung wird als Himatopoese bezeichnet. Gesteuert
Uber eine Vielzahl von Wachstums- und Differenzierungssignalen sind bis heute viele
Details nicht verstanden.

Ausgangspunkt ist die zur Selbstregeneration befdhigte, multipotente hamatologische
Stammzelle (Hematopoietic Stem Cell — HSC), aus der zu Beginn die gemeinsamen
Vorlauferzellen der myeloischen und der lymphatischen Reihen (common myeloid
progenitor - CMP bzw. common lymphoid progenitor - CLP) entstehen. Uber viele

Zwischenstufen reifen letztlich alle erforderlichen Blutzellen heran (Abb. 1).
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Himatopoese gesunder Blutzellen. Modifiziert nach
Kruse, A. ™ Kraus et al. 1%

Morphologisch lassen sich nur die wenigsten dieser Stufen voneinander unterscheiden.
Eine Differenzierung der Zellen ist durch auf der Oberflache der Zellen befindliche
Molekiile moglich, die zu einem bestimmten Zeitpunkt und in bestimmter

Kombination, im Laufe der Entwicklung der Zelle exprimiert werden. Das Erkennen
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dieser Antigene durch spezifische Antikorper (Antigen-Antikorper-Prinzip) erlaubt die
Zuordnung einer Zelle zu einer definierten Zelllinie oder einem Zelltyp .31,
Insbesondere muss hier auf die gesunde Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark
(KM) eingegangen werden, deren Darstellung in der Literatur uneinheitlich ist.

Ein Modell beschreibt die Differenzierung der gemeinsamen lymphatischen
Vorlauferzelle zur Pro-B-Zelle als ersten B-Zelllinien-spezifischen Vorldufer. Aus dieser
entwickelt sich Uber die Pre-Bl und Pre-Bll Zelle die unreife (nicht stimulierte) B-Zelle.
Grundlegend dabei ist die Umlagerung der Immunglobulin (lg)-Loki der DNA, die
zunachst  intrazellular  erfolgt und letztlich in  der klonspezifischen
Oberflachenexpression von Ig-G und Ig-M miindet. Diese bilden, zusammen mit
assoziierten Signalmolekilen, den fir die Antigenerkennung zustdndigen B-

Zellrezeptor (B-cell receptor — BCR). Tabelle 1 zeigt die Antigenexpression, oder auch

den Immunophénotyp, der unterschiedlichen B-Zellvorlaufer.

Tabelle 1: Antigenexpressionsmuster auf B-Zellvorlaufern; nach Ghia et al. und Noordzij et al.,
aus dem Buch ,,Zelluldre Diagnostik” Sack et al. [4-6]

Marker Pro-B Pre-BI Pre-BlI Unreife B-Zelle | Reife B-Zelle
groR klein
Linienspezifisch
CD22 + + + + + ++
cyCD79a -/+ + + + + +
CD19 - + + + + +
Differenzierung
CD20 - - - (+) + +
CD10 -/(+) + + + + -
CD34 + + - - - -
CD24 - ++ ++ ++ ++
CD38 ++ ++ ++ ++ ++ +
cy-TdT -/+ + +/- - - -
cy-VpreB(CD179a) - + + - - -
cy-u - - + + + +
Sm-IgM - - - - +
Sm-IgD - - - - -/+ +
Rekombination
RAG - + - + - -
Ig-Schwerkette Keimbahn DJ VDJ VDI VDI VDI
Ig-Leichtkette Keimbahn | Keimbahn | Keimbahn| V) \" \"!
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Andere Autoren bezeichnen B-Zellvorlaufer als Hamatogonen (H). Es werden drei
Typen unterschieden (H1-H3). Die Einteilung wird anhand ihrer GroRe und der
Expressionshéhe von CD45 in der Durchflusszytometrie vorgenommen. Die weitere
Charakterisierung der Stufen erfolgt anhand von Vorlaufermarkern (CD34, terminale
Desoxynukleotidyl-Transferase [TdT] und CD10) und B-Zelllinien spezifischen Markern
(CD19, €D20 und €D22) . Wie aus Tabelle 2 ersichtlich sind die Ubergénge flieRend.
Vorlaufermarker gehen verloren, wahrend die Expression von B-Zelllinien spezifischen
Markern zunimmt. Eine Ausnahme ist CD22, welches von H1 zu H2 in der
Expressionshéhe sinkt, um dann auf H3 wieder auf etwa das Ausgangsniveau
anzusteigen.

Sedek et al. verbindet beide Einteilungen und bezeichnet H als die Summe aller CD19
positiven B-Zellvorlaufern. Dabei entsprechen H1 den Pre-Bl-Zellen, H2 den Pre-Bll

Zellen und H3 naiven (nicht stimulierten) B-Zellen (81,

Tabelle 2: Antigenexpressionsmuster auf Hdimatogonen nach Sedek et al. 2014

Marker H1 (Pre-Bl) H2 (Pre-BlI) H3 (unreife B-Zelle)

CD20

CD22

CD10

CD34

CD38

CD45

!
|

cyTdT

In vorliegender Arbeit wird die Einteilung nach Sedek et al. verwendet und nur noch
die Bezeichnungen H1, H2 und H3 verwendet und gleichgesetzt mit den B-

Zellvorstufen Pre-BlI, Pre-Bll bzw. unreife (nicht-stimulierte) B-Zellen.
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1.2 CD Nomenklatur und weitere Identifizierungsantigene

Mittlerweile sind 371 CD (cluster of differentiation) Molekiile bekannt. Deren

Einteilung und Beschreibung wird durch den Human Cell Differentiation Molecules

(HCDM) Workshop vorgenommen ® Y71 Tabellen 3 fast die 23 in dieser Arbeit

untersuchten CDs zusammen.

Tabelle 3: In dieser Arbeit beriicksichtigte CDs

Antigen Name Positive Zellen Funktion
CDh10 Common Acute B- und T-Vorlauferzellen, Zink-Metalloprotease,
Lymphocytic Knochenmarkszellen, reguliert wahrscheinlich
Leukemia Epithelzellen Wachstum und Proliferation
Antigen CALLA), von B-Zellen
Neutral
Endopeptidase,
Membrane-
Associated (NEP)
CD11b Integrin alpha-M, | T-, B-, NK-Zellen, Intrazellulare Adhasion, co-
Complement Monozyten, stimulatorische
Receptor Type 3, | Makrophagen, Funktion, Bindung an ICAM-1
alpha subunit Granulozyten, und Fibrinogen
(CR3A), Mac-1a dendritische Zellen (CD11b,
CD11c)
CD13 Aminopeptidase | Myelomonozytische Zellen, | Zink-Metalloprotease,
N (APN), Granulozyten, Endothel-, Rezeptor fiir Coronaviren
Leukocyte Epithelzellen
Surface Antigen
Gp150
CD15 X-Hapten, Lewis Neutrophile, Eosinophile, Kohlenhydrat, wichtig fur
X Monozyten, Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Lymphozyten (CD15s, Interaktionen, Zelladhasion,
CD15u, Phagozytose, Chemotaxis
CD15su) und Endothelzellen
(CD15s, CD15u, CD15su)
CD19 B-Lymphocyte B-Zellen, follikulare Corezeptor des BZR,

Antigen, B4

dendritische Zellen,
frihestes B-
Zelllinienantigen, auf B-
Zelllinie restringiert

Signaltransduktion,

reguliert Entwicklung,
Differenzierung

und Aktivierung von B-Zellen
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CD20 B-Lymphocyte B-Zellen (Plasmazellen sind | Oligomere bilden Ca®* -Kanal,
surface antigen CD20 negativ) reguliert Aktivierung und
B1, Bp35 Proliferation von B-Zellen
CD21 Complement B-Zellen, follikulare Rezeptor fiir
Component dendritische Komplementkomponenten
Receptor 2 (CR2), | Zellen, Epithelzellen C3bi, C3dg, C3d, Rezeptor fir
Epstein-Barr- EBV,
Virus- Receptor, Signaltransduktionskomplex
Complement mit CD19, CD81 und CD225
Component 3d
Receptor (C3dR)
CD22 B Lymphocyte B-Zellen, Basophile Signalmolekil, Adh&sion von
cell adhesion Granulozyten, Mastzellen, B-Zellen an
molecule (BL- plasmazytoide Dendritische | T-Zellen und Monozyten,
CAM), Zellen bindet an CD75
Sialic Acid-
Binding
Immunoglobulin-
Like Lectin 2
(SIGLEC2)
CD24 Heat Stable B-Zellen, Granulozyten, Vesikeltransport, Apoptose,
Antigen Epithelzellen Aktivierung und
Homologue Differenzierung von B-Zellen,
(HAS) Reguliert die Aktivitat von
Integrinen
CD25 Tac Antigen, Lymphozyten (Aktivierte B- | a-Kette des IL-2 Rezeptors;
Interleukin 2 und T-Zellen, regulatorische | Regulierung der T-Zell-
Receptor a, IL- T-Zellen) Aktivitat
2Ra
CD33 P67 Myeloide Vorlauferzellen, Unbekannt; moglicherweise
Monozyten, Granulozyten ein Adhasionsmolekadil, Zell-
Zell-Interaktion
CD34 gp 105-120 Hamatopoetische Ligand fur L-Selektin,
Vorlauferzellen, Zelladhasion
Endothelzellen
CD35 CR1, C3b/ C4b- T-, B-Zellen, Monozyten, Komplementrezeptor 1,

Rezeptor

Granulozyten, dendritische
Zellen, Erythrozyten

bindet C3b und
C4db, vermittelt Phagozytose
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CD36 Gplllb, GPIV Dendritische Zellen, Adhéasion von Thrombozyten,
Monozyten, beteiligt an Erkennung und
Endothelzellen, Phagozytose apoptotischer
Erythrozyten Zellen
CD38 T10, Lymphozyten, Monozyten, NAD-Glykohydrolase,
ADP- Plasmazellen Zellaktivierung,
Ribosylcyclase Zellproliferation
CD45 Leukocyte- Alle hamatopoetischen Tyrosinphosphatase;
common antigen | Zellen, auller Erythrozyten, | reguliert die
(LCA) deren direkte Vorldaufer und | Signaltransduktion am TCR
Thrombozyten. Die Zellen bzw. BCR
exprimieren
unterschiedliche Isoformen
(RA, RO, RB, RC)
CD56 NKH-1, NCAM, NK-, T-Zellen Zelladhdsionsmolekul
Leu-19
CD58 LFA-3 Alle Zellen Vermittelt Zell-Zell-Adhé&sion,
bindet CD2
cyCD79a lg a, MB1 B-Zellen, wahrscheinlich ab | Teil des BCR; vermittelt die
CD79pB lg B, BCR pro-B intrazellulare
Signaltransduktion nach
Aktivierung des BCR
CD99 MIC2, E2 Lympho-, Mono-, Erythro-, Beeinflusst T-Zell-Adh&sion,
Thrombozyten, induziert Apoptose bei
Endothel-, Epithelzellen doppelt-positiven
Thymozyten
CD117 c-KIT, stem cell Hamatopoetische SCF-Rezeptor, Tyrosin-Kinase
factor receptor Vorlauferzellen
CD123 IL-3-Rezeptor a Knochenmarkstammzellen, | a-Kette des IL-3-Rezeptors
Monozyten, Granulozyten,
dendritische Zellen,
Endothelzellen
CD133 AC133 Hamatopoetische Stamm- An der Organisation der
und Vorlauferzellen, Plasmamembran beteiligt
Endothel-,Epithelzellen
HLA-Molekile der Klasse Il und einige Enzyme haben sich weiterhin fir die

Identifizierung von Zellen bewahrt. In dieser Arbeit berlicksichtigt wurden in Tabelle 4

zusammengefasste Antigene:
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Tabelle 4: Sonstige in dieser Arbeit verwendete Antigene ™™

Antigen Name Positive Zellen Funktion
HLA-DR Human leukocyte | Antigen- MHC-II-Molekiil,
antigen prasentierenden Genlocus DR;
Zellen Antigenprasentation
zytoplasmatisches Myeloperoxidase Myeloide Zellen In den Phagosomen
(cy)MPO lokalisiertes Enzym;

Beteiligt an der Bildung
von Peroxiden

cyTdT Zytoplasmatische B- und T- Enzym; katalysiert das
terminale Vorlauferzellen Anknipfen von
Desoxynukleotidyl- Nukleotide an das 3'-
Transferase Enden der DNA

1.3 Leukdmien

1.3.1 Definition und Atiologie

Die in Abschnitt 1.1 beschriebene geordnete Himatopoese wird durch eine Vielzahl
von im Zellzyklus eingebauten Kontrollpunkte geleitet. Hier werden Fehler in der
Desoxyribonukleinsdure erkannt, ggf. korrigiert oder falls notwendig eine Apoptose der
Zelle eingeleitet. Das Vorhandensein mehrerer Mutationen in den zustdndigen
Kontroll- und Reparaturgenen fiihrt zu einem Ausfall der Regelmechanismen wodurch
eine defekte Zelle sich weiter unkontrolliert vermehren kann. Eine Reifung findet nicht
mehr statt, es kommt zu einer unkontrollierten Expansion des entarteten Zellklons [13,
8l Das vermehrte Auftreten dieser als Blasten bezeichneten, malignen Zellen mit
konsekutiver Erhéhung des zelluldaren Anteils im KM bzw. peripherem Blut wird als
Leukdmie (griechisch ,,Weilles Blut“) bezeichnet.

Die Mutationen sind meist spontane somatische Mutationen, sehr selten
Keimbahnmutationen. Dabei sind bei der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) v. a.
Translokationen, also Austausch von Genmaterial zwischen den Chromosomen, zu
beobachten. Ein Beispiel ist die BCR/ABL-Translokation, die mit einer schlechten
Prognose der kindlichen ALL einhergeht. Die Einflussfaktoren sind vielseitig, aber in

ihrer Bedeutung unklar: seltene endogene Faktoren wie das Bestehen einer Trisomie
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21 oder eine Fanconi-Anamie kdnnen eine Rolle spielen, fraglichen Einfluss haben
exogene Faktoren wie Strahlung oder Chemikalien, z. B. Topoisomerase Il Inhibitoren.
Von einer Leukdamie spricht man, wenn mehr als 25% der kernhaltigen Zellen im KM

Blasten sind'*” 2% 24,

1.3.2 Einteilung

So vielfdltig wie die Vorldauferzellen sind auch die aus ihnen entstehenden
Leukdmieformen. Abhadngig vom gesetzten Schwerpunkt gibt es unterschiedliche
Moglichkeiten der Einteilung.

Grundsatzlich lassen sich Leukdamien nach dem klinischen Verlauf in akute und
chronische Leukdamien einteilen, des Weiteren nach dem entarteten Zelltyp in
myeloische und lymphatische Leukdmien, es gibt aber auch Mischformen (mixed-
phenotype acute leukemia). Die bei Kindern haufigste Form ist die ALL.

Diese lasst sich morphologische nach der French-American-British Klassifikation in die
Typen L1, L2 und L3 unterscheiden (221,

Die Moglichkeit den Immunophanotyp der Blasten detaillierter zu beschreiben, erlaubt
uns eine genauere Klassifizierung, die nach der European Group for the Immunological

Classification of Leukemias (EGIL) vollzogen wird (Tab. 5) (231,

Tabelle 5: Einteilung der B-ALL nach EGIL

Zuordnung zur B- Linien ALL (2 von 3 positiven Marker): CD19, CD79a, CD22
meist auch TdT und HLA-DR + (Ausnahme Mature B-ALL, haufig TdT-)

Pro-B-ALL Keine Expression weiterer Differenzierungsantigene der B-Zelllinien
common-ALL (cALL) |CD10+
Pre-B-ALL Zytoplasmatisches IgM +
Mature B-ALL Ig + (Zytoplasmatisch oder membranstandig)
Leichtketten - k oder A + (membranstandig)
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1.3.3 Diagnostik
Nach Anamnese und korperlicher Untersuchung folgen die Blutabnahme, eine
Knochenmarkpunktion und Lumbalpunktion. Das gewonnene Material wird fir
verschiedene Untersuchungen verwendet:

e Zytologie: Erfassung von Morphologie und zytochemischen Eigenschaften

*  |Immunphdnotypisierung:

Die Immunphénotypisierung, mittels Durchflusszytometrie, erlaubt uns einen
individuellen Phdnotyp der blastaren Zellen zu erstellen, der leukemia
associated immunophenotype (LAIP). Dabei sind die Marker haufig asynchron
exprimiert (zum  falschen Zeitpunkt und anderem AusmalR der
Entwicklungsstufe) oder sogar aberrant (Marker wird sonst Gberhaupt nicht
von dieser Zelllinie exprimiert). Der LAIP ermoglicht nicht nur die
Subklassifizierung der Leukdmie, sowie die Unterscheidung zu gesunden

Zellen*®

sondern auch die Nachverfolgung der Erkrankung im Verlauf der
Therapie.

Dies hat nicht nur akademische Bedeutung, sondern bestimmt die Prognose
der Erkrankung, damit auch die Einteilung in Risikogruppen und letztlich die
Intensitat der Therapiem].

e Karyotypisierung  und Molekulargendiagnostik: Identifizierung  von

nummerischen und strukturellen Chromosomenaberrationen

1.3.4 Therapie

Die risikoadaptierte Polychemotherapie trug entscheidend dazu bei die Heilungsraten
der Kinder von 20% auf Gber 80% zu steigern [24, 26]

Die Therapie der ALL im Kindesalter erfolgt im Rahmen von Studien. Deutschland ist
Studienzentrale der internationalen AIEOP-ALL BFM 2009 Studie (Associazione Italiana
Ematologia Oncologia Pediatrica-acute lymhpytic leucemia-Berlin Frankfurt Muenster).
Die Patienten werden, anhand des Immunphdnotyps und initialen Risikoprofils, in

Risikogruppen eingeteilt. Das Therapieprotokoll beinhaltet eine in Blécken

durchgefiihrte Polychemotherapie mit anschlieBender Erhaltungstherapie. Im
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Therapieprotokoll sind definierte Zeitpunkte zur Kontrolle der Risikofaktoren, wie der
minimalen Resterkrankung, vorgesehen. Deren Wert ist unter anderem

mitentscheidend fiir den weiteren Verlauf der Therapie.

1.3.5 Minimale Resterkrankung (MRD)

Im Verlauf der Therapie sinkt die Anzahl leukdmischer Zellen normalerweise sehr
schnell unter die morphologische Nachweisgrenze ab. Einige wenige Tumorzellen
allerdings konnen dennoch vorhanden sein, sie bilden die minimale Resterkrankung
(minimal residual disease — MRD) und kénnen Ursache eines Rezidivs sein 271,

Zur Erfassung der MRD stehen die Durchflusszytometrie und die Polymerase
Kettenreaktion (polymerase chain reaction - PCR) zur Verfligung, die beide einen
gleichwertigen Ansatz bieten (28]

Das Erkennen der MRD ist deshalb so wichtig, weil sie ein entscheidender

Prognosefaktor fiir das Outcome einer kindlichen ALL, sowohl nach Erstdiagnose (ED)

[29] t [30, 31

, als auch nach einem Rezidiv is I Daher findet die Einteilung der Risikogruppen
auch anhand des MRD Verlaufs statt 22

Die Durchflusszytometrie ist in der Lage eine Leukdmiezelle in 10>-10* gesunden Zellen
zu erkennen ). Im Rahmen der AIEOP-BFM ALL 2009 Studie z. B. ist ein Standardrisiko
unter anderem dadurch definiert, dass das MRD Ergebnis an Tag 15 des
Therapieprotokolls unter diesem Wert bis < 0,1% bleibt. MRD Werte an Tag 15 uber
10% zeigen einen Hochrisiko Verlauf an, was eine Intensivierung der Therapie zur Folge
hat [33, 34].

Eine Verdnderung des blastaren Phanotyps unter Therapie kann die Diagnostik der
Leukdmien erheblich erschweren. Dieses Phdanomen wird als phdnotypischer Shift
bezeichnet und wird durch zwei mogliche Mechanismen verursacht. Zum einen ist die
Selektion eines therapieresistenten Subklons moglich, andererseits aber auch eine

durch die Therapie induzierte Verinderung der Genexpression 2>3%,

10
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1.3.6 Rezidive

Zwar konnen aufgrund der risikoadaptierten Therapieprotokolle (iber 80% der Kinder
geheilt werden, 20% allerdings erleiden einen Riickfall, der die Prognose auf nur 40-
50% erheblich verschlechtert ¢,

Auch Rezidive werden nach Studienprotokollen therapiert. Die aktuelle IntReALL 2010
Studie (International Study of Treatment of Childhood Relapsed ALL) vergleicht dabei
das ALL-REZ BFM 2002 Protokoll mit dem UK-ALL-R3 Protokoll und in einem zweiten
Schritt den Nutzten des CD22 Antikorpers Epratuzumab.

Ein Rezidiv ist nach ALL-REZ BFM 2002 definiert bei >25% Blasten im KM (isoliertes KM
Rezidiv). Kommt es dariber hinaus zu einer extramedulldaren Beteiligung ist schon bei
>5% Blasten im KM von einem kombinierten Knochenmarksrezidiv auszugehen.
Weiterhin werden Rezidive eingeteilt nach Zeitpunkt in sehr friihe (< 18 Monate nach
ED und < 6 Monate nach Ende der Ersttherapie), friihe (> 18 Monate nach ED und < 6
Monate nach Ende der Ersttherapie) und spdte (2 6 Monate nach Ende der
Ersttherapie) Rezidive. Neben den beiden genannten Charakteristika Ort und Zeitpunkt
des Rezidivs wird auch der Immunphanotyp bestimmt. Diese drei Parameter dienen
zur Definition der Risikogruppen S1 bis S4 und letztlich zur Wahl des
Therapieprotokolls (321,

Wird im Verlauf der Therapie eine MRD von mehr als 0,001 Zellen festgestellt, ist eine
allogene Stammzelltransplantation (SZT) als weitere intensive, aber kurative, Therapie

indiziert.

11
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1.4 Ziel der Studie

Leukamische Blasten lassen sich haufig nicht zweifelsfrei von gesunden B-Zellvorstufen
unterscheiden, insbesondere wenn die Blastenlast, z. B. im Rahmen einer MRD sehr
niedrig und die gesunden Vorstufen im Rahmen der Regeneration erhéht sind.
Letzteres kann insgesamt verschiedene Ursachen haben: eine vorangegangene SZT
oder Chemotherapie, Blutverlust oder Erkrankungen des Immunsystems wie
autoimmune Storungen oder HIV/AIDS & Auch im Verlauf der Therapie der kindlichen
cALL kann eine sehr hohe Anzahl an normalen hdmatopoetischen Zellen im
Knochenmark beobachtet werden, vor allem in der Regenerationsphase nach
Erreichen einer kompletten Remission. Diese sind im Gegensatz zu Blasten in ihrem
Phanotyp sehr stabil, unabhangig von der Art der Leukdmie oder der Therapie 7 Um
aber eine MRD wahrend der Chemotherapie bzw. ein Rezidiv auch bei geringer
Blastenzahl und wechselndem Phadnotyp friihzeitig zu erkennen, braucht man

zuverldssige Unterscheidungsmerkmale zu gesunden Zellen.

In dieser Studie wurden deswegen folgende Fragen adressiert:
e Wie unterscheiden sich die Antigenexpressionsmuster von normalen B-
Zellprogenitoren von denen auf leukdmischen Blasten?
¢ |Ist die Intensitadt der Antigenexpression verandert?
¢ Verandert sich der Immunphanotyp der Blasten im Rezidiv im Vergleich zur

Erstmanifestation?
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Alle Knochenmarksproben wurden im Zeitraum von 2006 bis 2014 zu diagnostischen
Zwecken in der Universitatskinderklinik Wiirzburg entnommen und im Stammzelllabor
gefarbt. In jedem Fall bestand ein Verdacht auf eine maligne Knochenmarks-
erkrankung, die es auszuschlieRen bzw. zu diagnostizieren galt. Bei der hier
durchgefliihrten Untersuchung handelt es sich um eine rein retrospektive Analyse von
Daten, die im Rahmen der klinischen Routinediagnostik erhoben worden waren. Die
Datensatze wurden vom Betreuer der Arbeit ausgewahlt und anonymisiert zur

Auswertung weitergegeben.

2.1.1 cALL Gruppe

In die Studie aufgenommen wurden 33 Kinder, denen die Diagnose einer cALL gestellt
werden musste. Eine Referenzbeurteilung zur Diagnosebestatigung erfolgte durch das
Helios Klinikum Berlin Buch.

Die 19 Jungen und 14 Madchen waren durchschnittlich 7 Jahre alt (1,2 — 16,8 Jahre).
Alle Kinder wurden nach AIEOP-BFM-2000 oder -2009 Studienprotokoll therapiert.

Von den 33 Patienten erlitten 4 Patienten ein Rezidiv, ein Patient drei Rezidive
(Rezidivrate: 15,15%). Die Rezidivtherapie erfolgte anhand der InReALL 2010 oder ALL-
REZ-BFM 2012 Studienprotokolle.

Ausgeschlossen wurden sowohl alle anderen Leukdmieformen, als auch Proben, die
aufgrund technischer Gegebenheiten einer differenzierten Analyse nicht zuganglich

waren.

2.1.2 Kontrollgruppe (KG)

Die knochenmarksgesunde Vergleichsgruppe bestand aus 24 Patienten, bei denen eine
maligne  Knochenmarkserkrankung  ausgeschlossen  werden  musste. Eine
Knochenmarkentnahme bei véllig gesunden Kindern ist ethisch nicht vertretbar.

Hauptdiagnosen dieser Patienten waren Ewing-Sarkome, Erkrankungen des
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rheumatischen Formkreises oder Neuroblastome. Das Alter der Kinder lag im Mittel
ebenfalls bei 7 Jahren (0,25 bis 15,6 Jahre), davon waren 15 méannlich und 9 weiblich.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit Hinweis auf eine hamatologische
Grunderkrankung, die Einfluss auf Zellreifung und —differenzierung hamatopoetischer
Zellen haben koénnte, z. B. myelodysplastische Syndrome, Fanconi-Anamien oder
Lymphome oder aber auch solche mit einem Knochenmarksbefall durch die

Grunderkrankung (Sarkom).

Tabelle 6: Ubersicht Patientenkollektiv

Gruppe Panel 1 Panel 2 Gesamt
cALL 17 16 33
KG 7 17 24

2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence-activated cell sorting) ist eine Methode
zur quantitativen Analyse von Zellen 139, 40]

Grundlage dabei ist die Ablenkung von Licht durch eine Zelle bzw. die
Fluoreszenzemission von an die Zelle mittels Antikérpern gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffen.

Das abgelenkte Licht wird von Detektoren gemessen: Bei einem FACS Gerat mit vier
Fluoreszenzdetektoren sind dies der forward scatter Detektor (FSC), der die Grof3e der
Zelle misst, der side scatter Detektor (SSC), der der Granulierung einer Zelle entspricht
und die vier Detektoren fiir die Farbstoffe Fluorescein (FITC), Phycoerythrin (PE),
Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex (PerCP) und Allophycocyanine (APC). Je mehr
Antikorper eine Zelle gebunden hat, desto hoher ist die Fluoreszenz. Diese ist also ein
Mal fiir die Expressionsdichte des entsprechenden Antigens.

Die Darstellung der Informationen findet in sogenannten Plots statt. Hier kénnen
Regionen (R) gesetzt werden und diese zu Gates (G) verknipft werden, so dass die
ndaher zu analysierenden Zellpopulationen ausgewahlt und von den restlichen

vorhandenen events isoliert betrachtet werden kénnen 4%,
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So kann jeder Zelle, jedem event, eine Kombination von Eigenschaften zugeordnet und

meist eine Identifizierung der Zellpopulation vorgenommen werden (Abb. 2)[40’ M

3
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Abbildung 2: SSC vs. FSC-Plot: KG 0.5.2; Tube 10.ALL, no Gate

Die Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe Uberlappen sich zum Teil. Hinzu
kommt eine gewisse Eigenfluoreszenz der Zellen. Um dennoch die Trennschéarfe zu
erhalten, wird eine Kompensation mit Isotypen (ISO) durchgefiihrt. ISO sind Antikdrper
mit entsprechendem Fluoreszenzfarbstoff, aber ohne spezifischer Bindungsstelle auf
humanen Zellen, entsprechen also einer Negativkontrolle 421,

Alle Messungen der vorliegenden Arbeit wurden an einem FACS Calibur (Becton,

Dickinson and Company, BD, Heidelberg) durchgefiihrt und mittels BD CellQuest Pro

Software Version 5.2.1 ausgewertet.

2.3 Panel

Die verwendeten Farbungen waren Teil der Routinediagnostik bei Verdacht auf
maligne Erkrankung des KMs an der Universitatskinderklinik Wiirzburg. Ausgewertet
wurden 29 Antikorper bzw. 26 Antigene.

In den Jahren 2006 bis 2008 war eine Antikérperkombination (Markerkombination)

gebrauchlich, die im Folgenden als Panel 1 bezeichnet wird (Tab. 7).
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Tabelle 7: Panel 1; grau hinterlegte Marker wurden in dieser Arbeit nicht bericksichtigt.
Tube Nummerierung: acute myeloid leukemia (AML); Isotypenkontrolle (1SO)

Tube FITC \ PE | PerCP \ APC
1. ALL 1SO ALL
2. ALL CD 19 CD 10 CD 20 CD 22
4. ALL CD 19 CD 10 CD 34 CD 45
5. ALL CD 58 CD10 CD 19 CD 38
6. ALL CD 19 CD 21 CD 34 CD 33
10. ALL CD 19 CD 10
10. AML 1SO AML
11. AML cD15 CD13 CD34 CD33
13. AML CD10 CD 133/1+2 CD34 CD45
16. AML CD117 CD34 CD33
24. F+P ISO F+P
25. F+P cyMPO CD56 CD34 CD33
26. F+P cyTdT CD99 CD19

Im Jahr 2008 wurde das Panel aufgrund neuer Erkenntnisse modifiziert, so dass ab
2008 fur alle Patienten eine veranderte Markerkombination angewendet wurde. Diese

wird im Folgenden als Panel 2 bezeichnet (Tab. 8).
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Tabelle 8: Panel 2; grau unterlegte Marker wurden in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt.
Tube Nummerierung: Myeloisch dysplastisches Syndrom (MDS); Fix and Perm (F+P)

Tube Nr. FITC PE PerCP APC
1.1SO ALL ISO ALL
2. ALL CD 19 CD 10 CD 20 CD 22
3. ALL CD 19 CD 10 CD 45 CD 34
4. ALL CD 19 CD21 CD 45 CD 34
6. ALL CD 24 CD 45 CD 38
10. ALL CD 25 CD 56 CD 45 CD 34
ISO MDS 1 ISO MDS 2
11.MDS 1 HLA-DR CD 117 CD 45 CD 34
13.MDS 1 HLA-DR CD 123 CD 45 CD 34
16. MDS 1 CD 33 CD 45 CD 34
17.MDS 1 CD 36 CD 45 CD 34
ISO MDS 2 ISO MDS 2
12. MDS 2 CD 11b CD 13 CD 45 CD 34
ISO. F+P ISO F+P
19. F+P CD 19 cyCD 79a CD 45 CD 34
20. F+P cyTdT CD 19 CD 45 CD 34
21. F+P cyMPO CD 35 CD 45 CD 34
22.F+P CD 99 CD 19

2.4 Gating Strategie

Zu Beginn stand die Identifizierung der Lymphozyten-/Blastenregion (Abb. 3A).
Hierzu wurde die Region R1 groRziigig gesetzt, um auch groRe Blasten zu erfassen. In
der KG wurde R1 restriktiver gewdhlt um, falls moglich, Monozyten dadurch klar

abzugrenzen. Als Negativkontrolle dienten ungefarbten Zellen der gleichen Probe*?,
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wahrend zur Positivkontrolle positiv zu erwartende residuelle Zellen herangezogen
wurden (siehe Tabelle 9 und 10).
Im Folgenden wird die Gatingstrategie abhangig vom gefarbten Panel, in den

verschiedenen Gruppen beschrieben.

2.4.1 Leukamie-Patienten
Beispielhaft wird das Vorgehen am Pat. 25.1, im Panel 1, Tube 2: 19-10-20-22 gezeigt.
Nach Setzen eines Blasteneingangsgates (R1 in Abb. 3A) wurde die

Antigenexpressionen isoliert fiir R1 betrachtet (Abb. 3B und C).

) = =
£ 3 . : o 2%
-‘5’ ("—) - 7 “-n' 3 % 5
© o 3« ; E
J.: ;NO «.'R1 '%_2’ n_(\loi
O = v R R 8 N
() Q_ g 8~ T
» O's o O o1k

o OO s, '1":' OO 4

1000 109 10" 102 10% 104 109 10" 102 103 10%
FSC-Height CD10 PE CD22 APC

Abbildung 3: Pat. 25.1 Tube 2 (19-10-20-22)

A FSC/SSC Plot: Alle events werden angezeigt; R1: Blastenregion

B Gate G1 =R1; CD19 FITC vs. CD10 PE Plot; R10 Residuelle B-Zellen, R11: Blasten
C Gate G1 =R1; CD20 PerCP vs. CD22 APC Plot

Naive residuelle B-Zellen wurden hier als CD10"#*"CcD19°**™ (R10 in Abb. 3B) und
leukimische Blasten als CD10M™"P*™ cp19P*™ (R11 in Abb. 3B) definiert.
AnschlieBend muss die Anweisung zur Erstellung der Gates an das Programm gegeben
werden: G10 ist definiert durch R1 and R10 (R1*R10) bzw. G11 durch R1 and R11
(R1*R11). Dies fuhrt dazu, dass nur solche Zellen betrachtet werden, die sowohl in R1

als auch in R10 bzw. R11 liegen (Abb. 4).

R11

R1*R11
=G11

Abbildung 4: Logische Verknipfung von Regionen (R) zu Gates (G)
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Die nachfolgenden Plots zeigen die Antigenexpression fiir das Gate G10, welches
isoliert die residuellen normalen B-Zellen darstellt (Abb. 5B) und G11 fir die Blasten

(Abb. 5A). So wird die richtige Auswahl des Gates bzw. der Verknilipfung Uberprift

(Backgating).
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Abbildung 5: Pat. 25.1 Tube 2 19-10-20-22
A Expression von CD20 und CD22 auf Blasten G11 = R1 und R11
B Expression von CD20 und CD22 auf gesunden naiven B-Zellen G10 = R1 und R10

Jeder Marker wurde dann, jeweils fiir gesunde und maligne Zellen, in einem separaten
Histogramm dargestellt und die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) der jeweiligen

Zellpopulation abgelesen (Kreis in Abb. 6).

3
-
3 Tube: 19-10-20-22
2 7 Gate: G11=10+/19+=R11*R1
c 3
A 8 3 Gated Events: 6072
3
3 Marker Left, Right Events % Gated % Totalf Median
o_il All 1, 9910 6072 100.00 60.72\ 139.49
10° 10! 102 108 104
CD19FITC
=
0
3 Tube: 19-10-20-22
2 © 3 Gate: G10 =B-Zellen=R10"R1
B 3«3 Gated Events: 213
O ]
NE Marker Left, Right Events % Gated % Totalf Median
3 All 1, 9910 213  100.00 213\ 19456
O

100 10! 102 103 104
CD19 FITC

Abbildung 6: Pat. 25.1: Histogramme und Statistik fir CD19 FITC auf A Blasten G11; B
residuelle normalen B-Zellen G10
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Nicht immer konnte rein nach diesem Schema verfahren werden.

So liegt in Abb. 5B die Hauptpopulation der B-Zellen im rechten oberen Quadranten
wahrend in den Ubrigen Quadranten nur wenige events zu finden sind. Ist die
Hauptpopulation klein (<100 Ereignisse), fihren diese Artefakte zu einer erheblichen
Verschiebung des Medians. Um dem entgegenzuwirken, wurden Artefakte durch das
Setzen von sogenannten marker bounds (M) in den Histogrammen ausgeschlossen

(Abb.7).

o
© 'T' Tube: 19-10-20-22
— Gate: G10 =B-Zellen=R10"R1
= Gated Events: 213
A 3«
- Marker Left, Right Events % Gated % Total fMedian
All 1, 9910 213 100.00 2.13
= M1 24, 3429 202 9484 202
109 10! 102 10% 10%
CD20 PerCP
=

Tube: 19-10-20-22
© | M1 I

Gate: G10 =B-Zellen=R10"R1
Gated Events: 213

<
Marker Left, Right Events % Gated %Totalm

o Al 1, 9910 213 100.00  2.13| 218.70
o M1 77, 2916 193 90.61  1.93 \232.91

102 10! 102 103 104
CD22 APC

Abbildung 7: Pat. 25.1; residuelle normale B-Zellen (G10) Histogramm mit M1
A: CD20 PerCP
B: CD22 APC

Die Grenzen der Marker bounds wurden entweder anhand von Isotypenkontrollen,
oder durch nicht gefarbte Zellen der gleichen Probe gewahlt.

Die Definition der zu analysierenden Zellen wurde in Abhangigkeit der
Markerkombination im jeweiligen Tube vorgenommen.

Die nachfolgenden Tabellen 9 und 10 zeigen die standardmiaBig verwendeten
Definitionen von Blasten und Vergleichspopulation (z. B. residuelle normale B-Zellen,

Granulozyten etc.).
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Tabelle 9: Panel 1; Definition der Gates in der cALL Gruppe
- bezeichnet negative Zellen; + bezeichnet low positive Zellen; ++ bezeichnet high positive

Zellen

wenn nicht anders gekennzeichnet liegen die ausgewahlten Zellen in R1

Tube Nr. Definition Blasten Definition residuelle normale Zellen
2. CD19+/CD10+ CD19+/CD10-
4. CD19+/CD10+ CD19+/CD10-
5. CD19+/CD10+ CD19+/CD10-
CD19+/CD34-
6. CD19+/CD34+ od. - Granulozyten Gber SSC/FSC fir CD33-
Koexpression
Granulozyten ber SSC/FSC fir CD33-
11. G1 oder CD34+ .
Koexpression
CD10+/CD45low/- CD34-/CD45+
13. oder oder
CD34+/CD45low/- CD10-/CD45+
Granulozyten Giber SSC/FSC fiir CD117-
16. CD24+/CD34+ )
Koexpression
CD34+ . .
Granulozyten tber SSC/FSC fiir cyMPO-
25. oder .
Koexpression
cyMPO-/CD56-
CD19+/cyTdT+ CD19+/cyTdT-
26. oder oder
CD19+/CD99++ CD19+/CD99+
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Tabelle 10: Panel 2 Definition der Gates in der cALL Gruppe
- bezeichnet negative Zellen; + bezeichnet low positive Zellen; ++ bezeichnet high positive

Zellen

wenn nicht anders gekennzeichnet liegen die ausgewahlten Zellen in R1

Tube Nr. Definition Blasten Definition residuelle normale Zellen
2. CD19+/CD10+ CD19+/CD10-
3. CD19+/CD10+ CD19+/CD10-
CD19+/CD45++
a CD19+/CD45|0\A.//- oder
CD34+/CD45+ bis - CD34./CDA45++
6. CD19+/CD45+ bis - CD19+/CD45++
10. CD34+/CD45+ bis - CD34-/CD45++
11. CD34+/CD45+ bis - SSC/CD45++ Monozyten
12. CD34+/CD45+ bis - SSC/CD45++ Granulozyten
13. CD34+/CD45+ bis - SSC/CD45++ Monozyten
16. CD34+/CD45+ bis - SSC/CD45++ Granulozyten
17. CD34+/CD45+ bis - SSC/CD45++ Monozyten
CD34+/CD45+ bis — CD34-/CD45++
19. ev. zusatzlich CD19+/cyCD79a+ oder
CD19+/cyCD79a+/ CD34-/CD45++
CD34+/CD45+ bis — CD34-/CD45++
20. ev. zusatzlich oder
CD19+ CD19+/ CD34-/CD45++
21. CD34+/CD45+ bis — SSC/CD45++ Granulozyten
22. CD19+/CD99++ CD19+/CD99+

Eine Anpassung der Gates an individuelle Besonderheiten musste im Einzelfall
erfolgen.

Z. B. hat eine sehr hohe Blastenlast die Konsequenz, dass residuelle normale Zellen
insbesondere gesunde B-Zellen nicht abgegrenzt werden konnten. Der entsprechende
Wert wurde als fehlend gekennzeichnet, und alle im Gate vorhandenen Zellen als
Blasten gewertet (Abb. 8). So kommt es zwar zu Mischpopulationen, durch die hohe

Blastenlast mit teilweise >90% ist der entstehende Fehler jedoch als gering

einzuschatzen (Abb. 8).
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Abbildung 8: Pat. 19.1; Tube 6 19-21-34-33; G1 =R1
In R13 liegen sowohl gesunde B-Zellen (CD19+/CD34-), als auch maligne Blasten

Hier zeigt sich auch eine weitere Besonderheit, ndmlich die heterogene Expression von
Antigenen auf Blasten. So ist ein Teil der Blasten CD34 positiv, ein anderer CD34
negativ. FUr die statistische Auswertung des CD34 Antigens wurde in solchen Féllen

nur die CD34 positive Blastenpopulation beriicksichtigt (M1 in Abb. 9).
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All 1, 9910 7869 100.00 78.69 52.03 34.91
M1 14, 3652 5326 67.68 53.26 74.45 56.74
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Abbildung 9: Pat. 19.1: Tube 6: 19-21-34-33; Blasten im Histoplot; setzen von M1

Die Auswertung fiir CD34 PerCP und CD34 APC wurde auf diese Weise durchgefiihrt
bei den Patienten 14.2, 17.2, 19.1, 26.1, 29.1, 30.1 und 34.1.

Die MFI Werte fir die Rezidive wurden in gleichartiger Weise generiert.

2.4.2 Kontrollgruppe

Wie in der Einleitung gezeigt lasst sich die Himatopoese der B-Zelle unterschiedlich
einteilen. In vorliegender Arbeit wurden, dhnlich wie bei Sedek et al., die beiden
vorherschenden Einteilungssysteme kombiniert und folgende Definitionenen gewahlt

(Tab. 11):
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Tabelle 11: Definition der B-Zellvorlaufer

Marker Pre-Bl = H1 Pre-Bll=H2 | Unreife B-Zelle = H3 Reife B-Zelle
Linienspezifisch

CD22 + + + ++
cyCD79a + + + +
CD19 + + +

Differenzierung

CD45 + ++ +++ +++
CD20 - - + +
CD10 +++ ++ + -
CD34 + - - -
CD24 ++ ++ ++ +
CD38 ++ ++ ++

cy-TdT + +/- - -

Gezeigt wird das Vorgehen beispielhaft an KG 0.3.2, Panel 2, Tube 20 cyTdT-19-45-34.

Im ersten Schritt wurde das Lymphozyteneingangsgate (R1), moglichst unter
Ausschluss der Monozyten, gesetzt (Abb. 10A). AnschlieRend wurde isoliert R1
bezliglich der Markerexpression auf den Zellen betrachtet (Abb 10B). Es erfolgte eine
weitere Verknipfung der Region R1 mit R13 zu G13 fir die B-Zellvorlaufer und R1 mit
R12 zu G12 fir die reiferen B-Zellen. In G13 liegen demnach Zellen, die schon CD19
exprimieren aber CD45 noch nicht vollstindig hoch reguliert haben. Abb. 10C
untersucht diese Zellen auf ihre CD34 Expression. Hier lassen sich die CD34" Pre-BI
Zellen (H1) in R16 von den CD34 Pre-Bll Zellen (H2) in R15 unterscheiden (248 Fyr

CD34 wurden nur H1 Zellen ausgewertet.
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Abbildung 10: KG 0.3.2 Tube 20: cyTdT-19-45-34;

A SSC/FSC Plot; R1: Lymphozytenregion

B G1; R12: CD45"8"*/CD19" unreife und reife B-Zellen; R13: CD45"°**/CD19" B-Zellvorldufer
C G13 = CD19%/CD45"°"*; R15: Pre-BIl Zellen (H2); R16: Pre-Bl Zellen (H1)
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Die nachfolgenden Plots (Abb. 11) dienen der Kontrolle (backgating) und zeigen die
vorhandene Expression von cyTdT auf Pre-Bl Zellen (H1) bzw. den Verlust der cyTdT

Expression auf Pre-Bll Zellen (H2).
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Abbildung 11: KG 0.3.2 Tube 20
A G16 (R1*R13*R16) = Pre-BI (H1) = CD19*/CD45"°**/CD34"/cyTdT"
B G15 (R1*R13*R15) = Pre-Bll (H2) = CD19"/CD45"°""/CD34 /cyTdT

Den Histoplots mit zugehorigen Statistiken wurden die Mediane entnommen (Abb.

12).

Tube: 20. cyTdT-19-45-34

ol Gate: G16=pre BI=R16"R13"R1
A 5 X Parameter: cyTdT FITC (Log)
O«
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean f Median
o I Al 1, 9910 339 100.00 0.68 203.92\ 174.66
ol
10© 10! 102 10° 10t
VTdT FITC

Tube: 20. cyTdT-19-45-34
Gate: G15=R15"R13" R1
X Parameter: cyTdT FITC (Log)

2
B 3 Marker Left, Right Events % Gated % Total/ Median
@ Al 1, 9910 1709 100.00 3.42 1.75

100 10" 102 108 10t
cyTdT FITC

Abbildung 12: KG 0.3.2 Histoplots fiir cyTdT FITC
A: G16 = Pre-BI (H1)
B: G15 = Pre-Bll (H2)

Nicht immer war ein derart differenziertes Vorgehen moglich. Abhdngig von der

Markerkombination im Tube wurden die Gates entsprechend verschieden gewahlt.
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So wurde in Panel 2 Tube 22 bzw. die Antikorper CD19 APC und CD99 PE wie folgt
ausgewertet. In der KG zeigten sich bei den CD19+ Zellen in jedem Fall zwei
Populationen: die CD99++/CD19+ Population (G9 = R1*R9) wurden als unreifer
gegenliber der CD99+/CD19++ Population (G10 = R1*R9) definiert (Abb. 13).

10

R10]

103

CD19 APC
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aad
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Abbildung 13: CD99 PE vs. CD19 APC Plot; KG 0.1.2 Tube 22; der Plot beinhaltet Zellen in G1;
R9 = CD19+ Vorstufen, R10 = reifere Zellen

Die Tab. 12 und 13 zeigt die verwendete Definition in den ausgewerteten Tubes.

Tabelle 12: Panel 1; Definition der Gates in der Kontrollgruppe
- bezeichnet negative Zellen; + bezeichnet low positive Zellen; ++ bezeichnet high positive

Zellen; Wenn nicht anders gekennzeichnet liegen die ausgewahlten Zellen in R1%* 78
Tube Nr. Definition Vorlaufer Definition ausgereifter Zellen
Pre-BI (H1): CD10++/ CD20-
2. Pre-BII (H2): CD10+/ CD20- bis + CD19+/CD10-
unreife B-Zelle (H3): CD10+/ CD20++
a Pre-BI (H1): CD19+/CD10+/CD34+ CD19+/CD10-
Pre-BIl (H2): CD19+/CD10+/CD34-
5. Pre-BlI H1: CD19+/CD10++ CD19+/CD10-
6. Pre-BI (H1): CD19+/CD34+ CD19+/CD34-
SSC/FSC Granulozyten
11. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/FSC Granulozyten
13. Pre-Bl (H1): CD10+/CD34+ CD34-/CD45++
16. CD117+/CD34+ SSC/FSC Granulozyten
25. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI SSC/FSC Granulozyten
26. CD19+/CD99++ CD19+/CD99+
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Tabelle 13: Panel 2; Definition der Gates in der Kontrollgruppe
- bezeichnet negative Zellen; + bezeichnet low positive Zellen; ++ bezeichnet high positive

Zellen; wenn nicht anders gekennzeichnet liegen die ausgewahlten Zellen in R

1[2, 4,7,8]

Tube Nr. Definition Vorlaufer Definition reifer Zellen
Pre-Bl (H1): CD10++/CD20-
2. Pre-BIl (H2): CD10+/CD20- bis + CD19+/CD10-
unreife B-Zelle (H3): CD10+/CD20++

3. Pre-BI (H1): CD19+/CD10+/CD34+ CD19+/CD10-
Pre-BIl (H2): CD19+/CD10+/CD34-

" Pre-BI (H1): CD19+/CD45+/CD34+ CD19+/CDAS++
Pre-BIl (H2): CD19+/CD45+/CD34-

‘. Pre-Bl (H1): CD19+/CD45+ CD19+/CDA5++

Pre-BIl (H2): CD19+/CD45+

10. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-B (H1)I CD34-/CD45++

11. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/CD45++ Monozyten

12. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/CD45++ Granulozyten

13. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/CD45++ Monozyten

16. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/CD45++ Granulozyten

17. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/CD45++ Monozyten

18 Pre-BI (H1): CD19+/CD10+/CD34+ CD45++/CD34- oder
Pre-BIl (H2): CD19+/CD10+/CD34- CD19+/cyCD79a+/CD45++/CD34-

20. Pre-BI (H1): CD19+/CD45+/CD34+ CD34-/CD45++ oder
Pre-BIl (H2): CD19+/CD45+/CD34- CD19+/CD34-/CD45++

21. CD34+ Vorlaufer = HSC bis Pre-BI (H1) SSC/CD45++ Granulozyten

22. CD19+/CD99++ CD19+/CD99+

2.5 Statistische Auswertung

Zum Vergleich der Marker wurde die MFI der Histoplot-Statistik verwendet. Die
meisten Marker kamen nur in einem Tube vor, so dass ein Wert pro Fallnummer
vorhanden war. Manche Marker waren im Panel mehrfach vorhanden. Die Werte aus
den verschiedenen Tubes wurden addiert und ein Mittelwert gebildet. Dies betraf
sechs Marker: CD10 PE, CD19 FITC, CD19 PE, CD34 APC, CD45 PerCP und HLA-DR FITC.
Fur die Marker CD34 und CD45 sind zwei Besonderheiten zu erwdhnen: zum einen
waren die Antikérper mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen beladen. Es

wurde eine zusammenfassende Auswertung vorgenommen. Zum anderen wurde das
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Patientenkollektiv jeweils in positive und negative Blastenpopulationen aufgeteilt. Der

MFI Grenzwert wurde nach explorativer Datenanalyse mit SPSS festgelegt (Tab. 14).

Tabelle 14: Marker, mit Aufteilung des Patientenkollektivs.

n Gesamt | MFI Grenze n+ % Anteil + n- % Anteil -
CD34 33 10 23 69,70 10 30,30
CD34 PerCP 17 10 11 64,71 6 35,29
CD34 APC 16 10 12 75,00 4 25,00
CD45 33 30 13 39,39 20 60,61
CDA45 PerCP 16 30 6 37,50 10 62,50
CD45 APC 17 30 7 41,18 10 58,82

Die in Excel 2013 erstellte Tabelle wurde zur weiteren Analyse in SPSS 21 importiert.
Einzelne Werte wurden aus der Erhebung ausgeschlossen. Die Entscheidungsfindung
scheint subjektiv, wurde aber anhand von Q-Q-Plots, Verteilungskurven und
miundlicher Riicksprachen getroffen und in jedem Fall sorgfaltig abgewogen.

Fiir die Tests wurde der nicht parametrische Mann-Whitney-Test flir unabhangige
Stichproben, bzw. der Wilcoxon-Test fiir verbundenen Stichproben gewahlt.

Als signifikant wurden p-Werte <0,05 gewertet, bzw. nach Bonferroni-Korrektur
korrigierte Werte (p-Wert = <0,05/k; k = Anzahl der Tests) 441,

Wann immer moglich wurde die exakte Signifikanz angegeben. Diese ist fir Bindungen
(Falle gleichen Ranges) nicht korrigiert, was die Power des Tests erniedrigt, da aber der
MFI stetig verteilt ist, waren nicht viele Bindungen zu erwarten. Ausnahmen sind
Marker mit eindeutig negativer bzw. positiver Verteilung der Population. Die
Ergebnisse verdandernde Unterschiede zwischen asymptotischer und exakter
Signifikanz waren nicht vorhanden. Weiterhin wurde untersucht, um wieviel Prozent
der jeweilige MFI-Wert auf Blasten unter bzw. (iber dem kleinste, bzw. groRRten Wert
auf B-Zellvorldufern lag und somit eindeutig von diesen zu unterscheiden war. Diese
Werte wurden dann als die eigentliche Uber- bzw. Unterexpression gewertet (Tab. 16).
Fiir die Auswertung der Rezidive wurde das Vorgehen von Borowitz et al. 431
Ubernommen. Ein Shift wurde dabei als eine Veranderung des MFI Wertes ab einer

halben Logarithmuspotenz festgelegt, ohne oder mit nur minimalen

Uberschneidungen zwischen ED und Rezidiv.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich zwischen den Gruppen

Geschlecht und Alter zum Zeitpunkt der Diagnostik waren in beiden Gruppen gleich

verteilt. Es waren in beiden Gruppen etwas mehr Jungen als Madchen und beziiglich

des Alters zeigten sich zwei Haufigkeitsgipfel. Der erste lag im Vorschulalter, der zweite

im jugendlichen Alter (Abb. 14, Tab. 15).

Kontrollgruppe

cALL-Gruppe

61

44

Anzahl Patienten

“T—1

Alter

Abbildung 14: Altersverteilung im Kollektiv

Tabelle 15: Geschlechtsverteilung im Kollektiv

15

Gruppe
Geschlecht KG cauL | oS
mannlich | Anzahl 15 19 34
% innerhalb von Gruppe |62,50% | 57,60% | 59,60%
weiblich | Anzahl 9 14 23
% innerhalb von Gruppe |37,50% | 42,40% | 40,40%
Gesamt Anzahl 24 33 57
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3.2 Marker ohne Unterschied zu den Vorlaufern

Fiir einige Marker konnte kein signifikanter Unterschied zu den getesteten Vorstufen
festgestellt werden. Solche Marker waren: CD11b, CD13, CD15, CD21, CD25, CD33,
CD35, CD36, CD56, CD99, CD133 1+2, cyMPO und HLA-DR.

In Einzelfdllen konnte aber eine blastdre Koexpression festgestellt werden, welche
dann zur Diskriminierung gesunder von kranker Zellen beitragen konnte.

So wurde CD11b in 13% der Falle (2 von 15 Fallen) coexprimiert, CD13 in 15,63% (5 von
32 Fallen), CD33 in 12,50% (2 von 16 Fallen) und CD133 1+2 in 17,65% (3 von 17 Féllen)
(Abb. 15). Ein Patient exprimiert sowohl CD33 als auch CD11b, ein anderer CD13 und
CD11b.

Bei den (ibrigen Markern gab es zwar einige Fille mit hoheren MFI Werten auf Blasten
als auf Vorstufen, diese Unterscheide gingen allerdings entweder mit einer starken
Unscharfe einher (CD21, CD35, CD99, HLA-DR, cyMPO), oder waren so diskret (CD25,

CD56), dass eine sichere Unterscheidung nicht vorgenommen werden konnte.
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Abbildung 15: Boxplot zur Expression von A CD11b, B CD13, C CD33 und D CD133 1+2
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3.3 Marker mit signifikanten Unterschieden zu den Vorlauferzellen

Tabelle 16: Liste der Oberflachenmarker mit signifikantem Unterschied zwischen Blasten und
normalen Zellen; k = Anzahl der Tests zwischen Blasten- und Normalkollektiv; nach Bonferroni
korrigiertes neues Signifikanzniveau sind flr jeden Marker im griinen Feld eingetragen.
Unterstrichene p-Werte sind nach Korrektur nicht mehr signifikant. Unter den p-Werten ist die
Richtung des Unterschiedes eingetragen und bezieht sich immer auf Blasten im Vergleich zur
entsprechenden Spalte. Eine Tabelle der absoluten MFI Werte ist im Anhang zu finden.

% Uber-, Unterexpression: Eingetragen ist hier wie viel Prozent der MFI Werte auf Blasten tiber
dem grofSten bzw. unter dem kleinsten MFI-Wert der Vergleichsgruppe liegen. Farbkodierung:

Blasten | Vorlaufer (KG) ‘ Reife Zellen (cALL) ‘Reife Zellen (KG) ‘ Signifikante Werte

Marker k | Bonferroni- Korrektur
CD10 PE 51<0,01
H1 H2 H3 Lymphozyten | Lymphozyten
Blasten 0,582 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
gleich héher héher héher héher
% Uberexpression 27,27 72,73 93,94 96,79 100
% Unterexpression 18,18 3,03 0,00 0,00 0,00
CD11b FTIC 3|<0,017
CD34+ Granulozyten | Granulozyten
Blasten 0,021 0,001 < 0,001
gleich niedriger niedriger
% Uberexpression 13,33 0,00 0,00
% Unterexpression 0,00 100 100
CD13 PE 3 <0,017
CD34+ Granulozyten | Granulozyten
Blasten 0,585 < 0,001 < 0,001
gleich niedriger niedriger
% Uberexpression 15,63 0,00 0,00
% Unterexpression 25,00 62,50 71,88€
CD19 FITC 5 <0,01
H1 H2 H3 B-Zellen B-Zellen
Blasten < 0,001 < 0,001 0,129 0,768 0,747
Hoéher héher gleich gleich gleich
% Uberexpression 87,88 36,36 9,09 15,15 12,12
% Unterexpression 0,00 0,00 0,00 3,03 0,00
CD19 APC 3 <0,017
19+/99++ 19+/99+ 19+/99+
Blasten < 0,001 0,058 0,187
héher gleich gleich
% Uberexpression 93,75 12,50 12,50
% Unterexpression 0,00 0,00 0,00
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CD20 PerCP 5 <0,01
H1 H2 H3 B-Zellen 20+ B-Zellen 20+
Blasten 0,001 0,002 < 0,001 < 0,001 < 0,001
héher | niedriger | niedriger niedriger niedriger
% Uberexpression 24,24 9,09 0,00 0,00 0,00
% Unterexpression 0,00 27,27 100 93,94 96,97
CD22 APC 5 <0,01
H1 H2 H3 B-Zellen 22+ B-Zellen 22+
Blasten 0,001 < 0,001 0,260 < 0,001 < 0,001
héher héher gleich niedriger niedriger
% Uberexpression 57,58 57,58 0,00 0,00 0,00
% Unterexpression 0,00 0,00 6,06 9,09 57,58
CD24 FITC 4 <0,013
H1 H2 B-Zellen B-Zellen
Blasten 0,043 0,004 0,003 0,027
gleich | niedriger héher gleich
% Uberexpression 0,00 0,00 60,61 24,24
% Unterexpression 21,21 9,09 0,00 6,06
CD34 6 < 0,008
H1 Lymphozyten Lymphozyten
Blasten MFI > 10 0,766 < 0,001 < 0,001
gleich héher héher
Blasten MFI < 10 < 0,001 0,878 0,305
niedriger gleich gleich
% Uberexpression 3,03 69,70 69,70
% Unterexpression 33,33 0,00 0,00
CD38 APC 4 <0,013
H1 H2 Lymphozyten Lymphozyten
Blasten 0,002 0,030 < 0,001 0,071
niedriger gleich héher gleich
% Uberexpression 3,70 3,70 29,63 14,81
% Unterexpression 44,44 3,70 0,00 0,00
CD45 8 < 0,006
H1 H2 Lymphozyten | Lymphozyten
Blasten MFI > 30 0,479 < 0,001 0,001 < 0,001
gleich | niedriger niedriger niedriger
Blasten MFI < 30 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
niedriger | niedriger niedriger niedriger
% Uberexpression 12,12 0,00 0,00 0,00
% Unterexpression 60,61 75,76 78,79 96,97
CD58 FITC 4 <0,013
H1 B-Zellen B-Zellen
Blasten 0,027 0,004 0,005
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gleich héher héher
Blasten MFI > 10 0,005
hoher
% Uberexpression 36,36 90,91 90,91
% Unterexpression 9,09 9,09 9,09
CD79a PE 4 <0,013
H1 H2 B-Zellen B-Zellen
Blasten < 0,001 < 0,001 0,013 0,013
héher héher gleich gleich
% Uberexpression 93,33 53,33 53,33 20,00
% Unterexpression 0,00 0,00 0,00 0,00
CD99 PE 3 <0,017
19+/99++ 19+/99+ 19+/99+
Blasten 0,284 < 0,001 < 0,001
gleich héher héher
% Uberexpression 12,50 71,88 81,25
% Unterexpression 25,00 0,00 3,13
CD117 PE 3 <0,017
CD34+/117
+ Granulozyten | Granulozyten
Blasten < 0,001 < 0,001 < 0,001
niedriger niedriger niedriger
% Uberexpression 0,00 6,06 6,06
% Unterexpression 100,00 66,67 84,85
CD123 PE 3 <0,017
CD34+ Monozyten Monozyten
Blasten 0,001 0,501 0,031
héher gleich gleich
% Uberexpression 68,75 0,00 62,5
% Unterexpression 0,00 18,75 18,75
CD133 1+2 PE 3 <0,017
H1 Lymphozyten Lymphozyten
Blasten 0,055 0,570 0,383
gleich gleich gleich
% Uberexpression 17,65 5,88 41,18
% Unterexpression 64,71 23,53 23,53
cyTdT FITC 4 <0,013
H1 H2 B-Zellen B-Zellen
Blasten 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
niedriger héher héher héher
% Uberexpression 3,13 81,25 90,63 81,25
% Unterexpression 37,50 0,00 0,00 0,00
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Insgesamt streuten die MFI Werte auf B-Zellvorstufen in einem geringen Umfang. Die
Expressionsmuster erschienen stabil und nachvollziehbar. Dagegen war die Streuung
auf Blasten groBer und undurchsichtiger. Gelegentlich lieRen sich dennoch
Riickschliisse auf die Stufe des Reifungsstopps der Blasten schlieRen.

Die gréRte Ahnlichkeit zeigten Blasten zu Zellen der Stufe H1. So war fiir CD10 kein
signifikanter Unterschied zwischen H1 und Blasten zu erheben, erwdhnenswert ist aber
eine erhebliche Uberexpression in etwa 27% der Fille. Da die CD10 Expression tiber die
Reifung der B-Zellen abnimmt, lieBen sich héher differenzierte Zellen signifikant von
Blasten trennen. Es lagen etwa 73% der MFI Werte in der Blastenpopulation (iber den

von H2, bzw. etwa 94% (iber den von H3 (Abb. 16).
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Abbildung 16: Boxplot CD10 PE Expression; Die Box beinhaltet die Werte zwischen der 75%
und der 25% Perzentile, der Strich in der Mitte stellt den Median dar (50% Perzentile). Darliber
und darunter ist der groRte bzw. der kleinste nicht extreme Wert durch die Balken angezeigt.
Ausreier sind in SPSS21 durch einen Kreis gekennzeichnet und sind definiert durch einen
mebhr als 1,5-fachen Abstand als die Hohe der Box. Extremwerte werden durch einen Stern
gekennzeichnet und haben mehr als den 3-fachen Abstand zur Box!*!. Entsprechendes gilt fiir
alle folgenden Boxplots.
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Fur CD34 und CD45 musste differenzierter betrachtet werden.

Zeigten die Blasten einen CD34-negativen Status konnten sie eindeutig von H1 Zellen
unterschieden werden (10 von 33 Fille; 30,30%).

In den Gbrigen Féllen (21,21% der Félle zeigten Mischpopulationen, 48,49% waren
CD34 positiv) konnte eine Diskriminierung zu H1 bezliglich CD34 nicht durchgefiihrt
werden (Abb.17 A; Tab. 17).

Fiir CD45 galt dhnliches wie fir CD34.

CD45-negative Blastenpopulationen (20 von 33 Fallen; 60,61%) lieBen sich durch ihre
niedrigere Expressionshohe gut von H1 und H2 abgrenzen.

Dagegen lieBen sich CDA45-niedrigpositive Blastenpopulationen, bzw. heterogene
Populationen (13 von 33 Féllen; 39,39%) allein durch CD45 nicht von H1
unterscheiden. Im Vergleich zu H2 zeigte sich eine signifikant niedrigere
Expressionshohe auf Blasten bei Auswertung Uber beide Farbstoffe (Abb.17 B; Tab.
17).
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Abbildung 17: CD34 oder CD45 als Diskriminatoren A Boxplot CD34; die erste Box zeigt die
Blasten mit MFI Werten > 10, die zweite Box mit MFl Werten < 10 B CD45 Expression; erste
Box zeigt die Blasten mit MFI Werten > 30, die zweite Box mit MFl Werten < 30;
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Tabelle 17: CD34 und CD45 Status der c-ALL Gruppe

CD34+ CD34+/- CD34- Gesamt
Anz. der Pat. 16 7 10 33
% 48,49 21,21 30,30 100
CDA45+ CD45+/- CDA45- Gesamt
Anz. der Pat. 11 2 20 33
% 33,33 6,06 60,61 100

CyTdT FITC, CD38 APC und CD24 FITC waren auf Blasten im Vergleich zu H1
unterexprimiert.

Von 32 cALL Féllen war einer als cyTdT negativ zu werten (MFI-Wert: 10,65). Alle
Ubrigen exprimierten das Antigen im mittleren bis hohen MFI Bereich. Blasten zeigten
signifikant niedrigere MFI Werte als H1. 37,50% der MFI Werte auf Blasten lagen unter
dem kleinsten MFI Werten der H1 Gruppe. Auf H2 ist cyTdT bereits negativ, so dass
81,25% der MFI Werte auf Blasten iber den Werten der H2 Gruppe lagen (Abb.18 A).
CD38 APC und CD24 FITC zeigten in allen Gruppen starkeren Schwankungen.

Fir CD38 konnte ein signifikanter Unterschied zu H1 festgestellt werden. So lagen
44,44% der Blasten MFIs unterhalb des kleinsten Wertes der H1 Gruppe. Die
Unterschiede zu H2 waren nicht signifikant (Abb.18 B).

CD24 wird auf Blasten signifikant niedriger exprimiert als auf H2 (Abb. 18C). Zu H1
waren die Ergebnisse nach Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant. Aufgrund der

erwahnten starken Streuung sind die Unterschiede allerdings unscharf.
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Abbildung 18: Boxplot der A cyTdT FITC, B CD38 APC und C CD24 FITC Expression
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Dagegen war CD20 PerCP auf Blasten im Vergleich zu H1 signifikant hoher exprimiert,
im Vergleich zu H2 und H3 jedoch bereits unterexprimiert. Die absoluten Unterschiede
waren allerdings klein, so dass eine eindeutige Diskriminierung schwierig blieb. 24,24%
der MFI-Werte auf Blasten lagen lber dem héchsten Wert der H1 Gruppe, wahrend
27,27% der Falle unter dem kleinsten Wert der H2 Gruppe lagen. CD20 war auf H3
hoch positiv, so dass hier die Diskriminierung zu den Blasten 100% betrug.

3 von 33 Fallen (9,1%) waren hoch positiv flir CD20 und sehr gut von Hdmatogonen zu
trennen. Die oben genannten Ergebnisse veranderten sich auch nicht nach Ausschluss

der positiven Falle (Abb.19).
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Abbildung 19: Boxplot der CD20 PerCP Expression; zur besseren Darstellung wurde die Skala
logarithmiert

Wahrend das Muster der Vorlaufer- und Differenzierungsmarker auf Blasten eher
denen von H1 dhnelten, waren die lymphatischen Marker auf Blasten deutlich héher
exprimiert als auf friihen Vorlaufern und lieBen sich mit denen von reiferen Stufen der
B-Zellentwicklung vergleichen.

So nahmen die B-Zellmarker CD19 FITC, cyCD79a PE und CD22 APC in ihrer Expression
Uber die B-Zellreifung an Intensitdt zu. Blasten zeigten bereits eine hohe Expression
dieser Marker, die auf dem Niveau von H3 oder sogar von ausgereiften B-Zellen lagen.
Signifikante Unterschiede flr diese drei Marker konnte zu H1 und H2 gesehen werden,
wobei die Differenzierung unterschiedlich gut moglich war (Abb. 20):

Bei CD19 FITC lagen etwa 88% bzw. 36% der MFI Werte auf Blasten tiber dem héchsten

Wert der H1 Zellen bzw. H2 Zellen (Abb. 20A). Bei cyCD79a PE waren sogar 93% der
37



Ergebnisse

MFI Werte der Blasten hoher als der H1 Zellen (Abb. 20B) und fiir CD22 lagen 58% der
Werte (ber denen von H1l und H2 Zellen. Zusatzlich konnte fiir CD22 eine
Unterexpression auf Blasten im Vergleich zu reifen B-Zellen gesehen werden, letztere
waren immer doppelt positiv fir CD20 und CD22 und exprimierten beide Marker

deutlich hoher als Blasten (Abb.20C).
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Abbildung 20: Boxplot zur A CD19 FITC, B cyCD79 a PE und C CD22 APC Expression

CD58, CD99, CD117 und CD123 waren weniger gut zu beschreiben.

Auf eine CD58 Expression wurden Blasten von 11 cALL-Patienten untersucht, wobei ein
Fall als CD58 negativ anzusehen war (MFI Wert: 4,66). Alle anderen Patienten zeigten
deutlich héhere Werte Uber 50. Nach Ausschluss des negativen Falls konnte eine
signifikant hohere CD58 Expression auf Blasten im Vergleich zu H1 Zellen gezeigt
werden, wobei eine Uberexpression von 36,36% festgestellt werden konnte. Auch die
Vergleiche zu den ausgereiften Kontrollen zeigten signifikant hohere Werte auf Blasten
(Abb.22A).

Flr CD99 war einer von 32 untersuchten Fallen CD99 negativ. Sonst war CD99 zwar
homogen aber breit exprimiert, so dass sich fiir diesen Marker die groBte Spannzweite
aller untersuchten Marker ergab (Spannweite Blasten: 8573,04). Die Vorlduferzellen
konnten in diesem Tube weniger gut beschrieben werden. Es konnte lediglich CD19
APC als orientierender Marker der Reifungsstufe verwendet werden, so wurden

aufgrund der niedrigeren CD19 APC Expression CD19+/CD99++ als unreifere
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Vorladuferzellen deklariert (R9 in Abb. 21) und CD19++/CD99+ Zellen, als reifere Stufen
der B-Zellentwicklung betrachtet (R10 in Abb. 21)

Es exprimierten also Blasten CD19 APC auf Hohe der reiferen Stufen, mit deutlicher
Uberexpression (93,75% der Fille) im Vergleich zu den Vorldufern, wihrend kein
signifikanter Unterschied fiir die Hohe der CD99 Expression zwischen Blasten und

Vorlaufern gesehen werden kann (Abb. 22B).

103 104

CD19 APC
102

KG 0.1.2 Tube22

Abbildung 21: KG 0.1.2 Tube22
R9 = B-Vorlauferzellen mit hoher CD99 Expression und mittlerer CD19 Expression
R10 = Reifere B-Zellen mit niedriger CD99 Expression bei héherer CD19 Expression

Eine Koexpression von CD117 war in keiner ED festzustellen. Die MFI Werte der
CD117+/CD34+ Vorlaufer zeigten deutliche hhere MFI Werte bei groRer Spannweite
mit Werten zwischen 57,51 und 1235,37 (Spannweite: 1177,86; Abb.22C).

Dagegen war CD123 auf Blasten deutlich héher exprimiert als auf CD34+ Vorlaufern,
die insgesamt CD123 PE negativ waren. Etwa 68% der Werte auf Blasten lagen lber

dem hochsten Wert der Kontrollgruppe (Abb.22D).
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Abbildung 22: Boxplot zur A CD58 FITC, B CD99 PE, C CD117 und C CD123 PE Expression

3.4 Rezidive

Von 33 Patienten erlitten 5 Patienten mindestens ein Rezidiv (Riickfallrate 15,15 %).
Ein Patient erlitt ein frihes isoliertes KM Rezidiv (31 Monate nach ED; 1 Monate nach
Beenden der First-Line Therapie), zwei Patienten ein spates isolierte KM Rezidiv (54
und 45 Monate nach ED), ein Patient ein isolierte KM Rezidiv 30 Monate nach SZT.

Einen Patienten betrafen insgesamt drei Rezidive (2, 45, 68 Monate nach ED).
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Eine statistische Analyse wurde aufgrund der geringen Fallzahl und teilweise
unvollstédndigen Rezidivpanels, nicht durchgefihrt, so dass hier lediglich beschreibende
Angaben gemacht werden.

Ausgewertet wurden 21 Antigene. Bei jedem Patienten war mindestens ein Marker
verandert, wobei GesetzmaRigkeiten nicht aufgestellt werden konnten. CD22 fiel als
einziger Marker im besonderen MaRe als stabil auf.

Unter 72 durchgefiihrten Messungen waren 23 Shifts. Davon 6 negative und 17

positive. Positive Shifts waren also insgesamt haufiger (Tab. 18).

MFI Werte und Log Daten befinden sich im Anhang (Tab. 20).

Tabelle 18: Antigenshifts zwischen Erstdiagnose und Rezidiv

Pat. 12.2 Pat. 13.2 Pat. 19.1 Pat. 20.1 Pat. 34.1
CD10-PE negativ Shift | stabil stabil positiv Shift | positiv Shift
CD 13-PE stabil positiv Shift stabil
CD19-FITC stabil stabil stabil stabil negativ Shift
CD19-APC stabil stabil stabil negativ Shift
CD20-PerCP stabil stabil stabil negativ Shift
CD22-APC stabil stabil stabil stabil
CD24-FITC negativ Shift | stabil positiv Shift | stabil
CD25-FITC stabil
CD 33-PE stabil positiv Shift
CD34 stabil stabil positiv Shift | stabil negativ Shift
CD 35-PE stabil
CD 36-FITC stabil
CD38-APC stabil stabil stabil positiv Shift
CD45 stabil stabil stabil positiv Shift | stabil
CD56-PE stabil stabil stabil positiv Shift
cy79a-PE stabil
CD99-PE positiv Shift | positiv Shift | positiv Shift | stabil
CD 117-PE positiv Shift | stabil positiv Shift
CD123-PE stabil stabil
HLA-DR-FITC positiv Shift
cyMPO-FITC stabil stabil stabil positiv Shift
cyTdT-FITC stabil stabil positiv Shift | stabil
Shifts 1von 6 4 von 23 4 von 16 5von 12 9 von 15
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4 Diskussion

Die Uberlebensrate von Kindern, die an einer c-ALL erkranken ist deutlich gestiegen.
Mitentscheidend fiir die Prognose und Therapieplanung ist die Erfassung der MRD
wahrend und nach Chemotherapie. Methode der Wahl ist, neben der PCR, die
Durchflusszytometrie.

Der blastare Phanotyp kann aber B-Zellvorstufen, die vor allem bei sehr jungen B-ALL-
Patienten in hoher Anzahl vertreten sind"”), sehr stark dhneln und so die Diagnose einer
MRD zusatzlich erschweren. Essentiell ist also nicht nur die Kenntnis des blastdren
Phanotyps, sondern auch des Antigenexpressionsmusters auf gesunden
B-Zellvorlaufern, um eine korrekte Unterscheidung zwischen beiden vornehmen zu
kdnnen.

In vorliegender Arbeiten wurden hierzu MFI Werte von 26 Oberflachenantigenen auf
c-ALL Blasten in ED und Rezidiv und auf B-Zellvorstufen knochenmarksgesunder Kinder
erhoben und miteinander verglichen. Erganzt durch Literaturrecherchen sollten
letztlich die Antigene identifiziert werden, die eine mdoglichst sichere Unterscheidung

von malignen und gesunden Zellen gewahrleisten.

4.1 Gating Strategie

Die Identifizierung der verschiedenen Zellen im FACS ist keine triviale Aufgabe. Viele
Zelleigenschaften sind bekannt, Antigenverldufe gut beschrieben. Dennoch ist das
Vorgehen den einzelnen Laboren lberlassen und ist stark abhdngig von den jeweiligen
Erfahrungen. Einige Empfehlungen sollen hier dennoch versucht werden.

Li et al. beschreibt den Nutzen des CD45/SSC Plots zur Identifizierung von abnormen
Zellpopulationen 471 Auch Babusikova et al. beginnen das Gaten der Hamatogonen
Uber einen derartigen Plot 7). Coustan-Smith et al. dagegen definiert ein B-Zellgate
Uber die Lymphozytenscattereigenschaften im SSC/FSC Plot in Kombination mit einem
CD19+ Status. Diese Zellen werden weiterhin bezliglich ihrer CD10 und CD34

Expression untersucht 481 Auch Obro et al. geht nach dhnlichem Prinzip vor (431
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Das hier verwendete Vorgehen wurde von den vorhandenen Farbungen abhangig
gemacht und war entsprechend variabel. Mischpopulationen konnten deshalb nicht
immer sicher vermieden werden. Dies erschwert zwar die Interpretation der
Ergebnisse sowie die Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten. Dennoch lieferten
verschiedenste Wege der Gatingstrategie nachvollziehbare Ergebnisse. Dies belegt
zwar die Gleichwertigkeit der Ansatze, um aber eine groRere Aussagekraft der Daten
zu erreichen, sollte von der ED an ein einheitliches Markerpanel beibehalten werden.
Dies erleichtert nicht nur das Nachverfolgung der malignen Zellen, sondern auch deren
Differenzierung von gesunden, sich regenerierenden B-Zellvorstufen. Hierfiir geeignete
Marker sind vor allem: CD10, CD19, CD34 und CD45. Mindestens drei dieser Marker
sollten, als relativ stabile Identifizierungsmarker, mit jeweils variabel exprimierten
Markern kombiniert werden. Sie zeigen auf B-Zellvorstufen einen gut definierten
Verlauf und sind in der Mehrzahl der Félle auf Blasten in ahnlicher Weise verdandert, so
dass bereits durch diese vier Marker entscheidende Hinweise gewonnen werden
kénnen. Weitere Marker, die in der ED auf Blasten verandert waren, sollten in den

MRD Proben nachverfolgt werden.

4.2 Markerexpression

Zahlreiche Studien und Reviews existieren zur Beschreibung der Antigenexpression auf
B-Zellvorstufen und B-Zellleukdmien. Vor allem fir die Vorlaufermarker CD10 und
CD34, sowie fiir CD19, CD20, CD22, CD45, cyCD79a und cyTdT fanden sich weitgehend
Ubereinstimmende Ergebnisse, die auch in vorliegender Arbeit bestdtigt werden
konnten [2,4,7,8,13, 50—52]'

Es kann also von einem stabilen und reproduzierbaren Verlauf auf gesunden B-
Zellvorlaufern fir diese Marker ausgegangen werden. Auch die Expression auf Blasten
ist in den Studien meist dhnlich verandert, wie auch in unserer Studie. Unterschiede
ergeben sich meist nur in den Prozentzahlen der Uber- oder Unterexpression. Dies ist

wohl am ehesten durch die unterschiedlich angewendeten Messmethoden zu

begriinden.
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So ergibt sich fiir CD10 in der Zusammenschau eine Uberexpression auf Blasten, wobei
hier die Uberexpression mit 27,27% etwas niedriger lag als in anderen Studien (Sedek
et al. 57,9%, Seegmiller et al. 66,20%%, McKenna et al. 57,00%"%). Fiir CD34 und
CDA45 wird, wie auch hier, eher eine niedrigere Expression, oder eine den Vorstufen
ahnliche Expression beschrieben (Sedek et al, Seegmiller et al, McKenna et al.). Fir
CD19 finden sich weniger Daten. Seegmiller et al. zeigt eher eine Unterexpression im
Vergleich zu Hamatogonen. Die kontinuierliche Expressionszunahme von CD19 auf

B4 Eine Uberexpression von CD19

Vorstufen wird auch von Lucio et al. beschrieben
auf Blasten gegenliber TdT+ gesunden Vorstufen wird von Farahat et al. beobachtet
551 Unsere vergleichende Analyse zeigt nun die Uberexpression von CD19 gegeniiber
H1 und H2, die bereits auf der Hohe von H3 liegt. Fiir CD20 und CD22 stimmen die
Ergebnisse unserer Arbeiten mit denen von Sedek et al. Giberein und belegen die
Uberexpression beider Marker auf Blasten gegeniiber H1. Fir CD20 konnten wir
zusatzlich eine Unterexpression gegeniiber allen reiferen Stufen der B-Zellentwicklung
und fiir CD22 die Expression auf Hohe von H3 zeigen. Dieser Antigenverlauf spiegelt
eindrucklich den Entwicklungsarrest der Blasten wieder. Vor allem in Fallen wo die
CD10, CD34 und CD45 Expression der Blasten H1 Zellen ahnelt, ist die mogliche
Uberexpression von CD19, CD20 und/oder CD22 auf Blasten von besonders
diskriminativem Wert gegeniber H1 und H2. Andersherum gesagt lassen sich dann H3
von Blasten durch deren asynchron hohe CD10 und CD34 Expression differenzieren.
Ein derartig vergleichendes Vorgehen in der Identifizierung einer MRD ist auch schon
von anderen Autoren als erfolgreich bezeichnet worden (561,

cyCD79a und cyTdT sind (fast) immer positiv auf Leukdmien der B-Zellreihe und eignen

(51]

sich daher besonders gut zu deren Identifizierung ~. Die Unterschiede zwischen

Blasten und Vorlauferzellen fiir beide Marker ist weniger gut beschrieben. cyCD79a ist

hoch spezifisch fur B-Zellen 571

, wird ab der friihen B-Zellentwicklung konstitutiv
exprimiert[sz] und bleibt also auch in reifen B-Zellen positivm. Im Gegensatz dazu
entsprechen die meisten cyTdT positiven Zellen im KM H1 Zellen. H2 sind bereits

negativ fur cyTdT [5. 8]

44



Diskussion

In vorliegender Arbeit war cyCD79a auf Blasten gegeniiber H1 und H2 in 93,33% bzw.
53,33% der Falle deutlich (iberexprimiert.

Die bereits beschriebene, asynchron niedrige cyTdT-Expression auf Blasten gegenliber
H1 kann hier bestatigt werden, wobei unsere Werte mit 37,50% deutlich geringer
ausfallen als die 85,15% bei Sedek et al'®). Zusatzlich zeigen wir den Verlauf der cyTdT
Expression mit einer deutlich hoheren Expression auf Blasten im Vergleich zu H2
(81,25%). Die cyTdT Expression ist wiederum ein gutes Beispiel fiir den Stopp im
Reifungsprozess der Blasten.

Auch die beiden letzten genannten Marker kdnnen, dhnlich wie oben beschrieben, zur
Differenzierung von Blasten und Vorldaufern genutzt werden. Wie die Zusammenhange
zu andern Oberflaichenmarkern wie z. B. CD10, CD20 und CD22 sind, wurde bislang

noch nicht untersucht.

Zu den Markern CD11b, CD38, CD58, CD123 und CD133 konnten weniger
vergleichende Daten in der Literatur gefunden werden. Sie waren oft hilfreich bei der
Identifizierung eines LAIP auf Blasten.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Karawajew et al. war in vorliegendem
Patientenkollektiv CD58 hilfreicher zur Identifizierung der Blasten als CD38. Auch
andere Arbeitsgruppen bezeichnen CD58 als vielversprechenden Marker in der MRD
Diagnostik[s& 9 Coustan-Smith et al. wies eine Uberexpression in 81,9% der Fille

h[60]

nac , was durch unsere Arbeiten bestdtigt werden konnte, wobei die

Uberexpression mit 36,36% niedriger lag. Loghavi et al. stellt einen Fall vor, in dem die

Uberexpression von CD58 den entscheidenden Hinweis zur Diagnose erbrachte t61],

Weiterhin scheint CD58 unabhéngig von der Therapie stabil exprimiert zu werden (s8],

Dagegen scheint CD38 auf Blasten insgesamt unterexprimiert. Wobei zum AusmaR der
Unterexpression in der Literatur unterschiedliche Angaben gefunden werden kdnnen:
41% [501, 54% [53], 73,7% 601 ynd 86% '®. Die eigenen Arbeiten bewegten sich mit
44,44% im unteren Feld. Insgesamt war CD38 auch auf den Vorstufen in sehr

unterschiedlichem MaR exprimiert, so dass sich fiir diesen Marker eine Unscharfe

ergibt, die eine eindeutige Differenzierung von gesunden und malignen Zellen nur im
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Einzelfall moglich machte. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz von Karawajew et al.,
wo die Hamatogonen einen sehr engen MFI Bereich der CD38 Expression aufwiesen
[s6]

B-Zellvorstufen exprimieren CD123 erst nach Verlust der CD34 Expression, wahrend
Blasten beide Marker haufig gleichzeitig exprimieren 62 Erneut gab es in der Literatur
unterschiedliche Angaben zur Haufigkeit der Koexpression: 31% 631 50,70 % *° und
80%°4. Auch in vorliegender Arbeit wurde gezeigt, dass die CD123 Expression auf
Blasten gegeniiber CD34+ Vorstufen signifikant hoher liegt, wobei eine eindeutige
Abgrenzung in 12,5% der Fille gelang und damit deutlich unter den oben genannten
Arbeiten lag. Zusatzlich ist zu erwdhnen, dass zwei der 11 CD123positiven Falle CD34
negativ waren, zwei weitere erlitten ein Rezidiv, wobei CD123 in beiden
Rezidivfarbungen konstant blieb.

Fiir CD11b und CD133 1+2 konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden
werden, nur in zwei bzw. drei Fallen wurde eine Koexpression gefunden, dennoch
bleiben beide Marker interessant, nicht nur zur Identifizierung eines LAIP, sondern
auch zur Risikostratifizierung. So zeigte Rhein et al., dass die CD11lb Expression in
therapieresistenten Blastenpopulationen weiter ansteigt B71 Cox et al. zeigt, dass
CD133+/CD19-/CD38- Zellen therapieresistente leukemia initiating cells sind 64 ynd
Tolba et al. bezeichnet eine CD133 Positivitat in ALL als prognostisch ungilinstigen
Marker im Sinne einer Therapieresistenz [65]

In unserer Arbeit erlitt einer der beiden CD11b positiven Patienten ein Rezidiv und
einer der drei CD133 1+2 positiven Patienten. Beide Marker wurden in
Rezidivfarbungen nicht beriicksichtigt.

Zur weiteren Validierung potentiell aussagekraftiger Marker wie CD11b, CD38, CD5S8,

CD123 und CD133 miissen noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.
Weniger hilfreich zur Beschreibung des LAIP auf Blasten waren die Marker CD21, CD24,

CD25, CD56, CD99 und HLA-DR. Dies lag nicht nur daran, dass, auller bei CD24, keine

signifikanten Unterschiede gefunden werden konnten, sondern auch an der teilweise
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sehr unscharfen Expression (v. a. CD99) einerseits und einer sehr heterogenen
Expression der Marker sowohl auf Blasten als auch auf den Vorstufen andererseits.

Im besonderen Male traf letzteres fir CD24 zu. Die Verteilung auf den Vorstufen und
den Blasten war sehr unterschiedlich. Dies spiegelte sich ebenfalls in der
Literaturrecherche wieder. Ayre et al. beschreibt die hoch dynamische CD24
Expression auf unreifen B-Zellen, mit verschiedensten Einflussfaktoren (181 " Bej
Coustan-Smith et al. war CD24 auf Blasten sowohl niedriger, als auch héher exprimiert
als auf den Vorstufen ¢,

Insgesamt muss hier flir CD24, und auch fiir CD21, ein eher geringer Nutzten fir die
MRD Diagnostik konstatiert werden, auch wenn VanDongen et al. beide Marker
durchaus zur Beschreibung des LAIP auf Blasten verwenden (9],

Bezliglich CD25 und HLA-DR sind unsere Daten mit der Meinung von VanDongen et al.

zum eher untergeordneten Stellenwert beider Marker in der B-ALL Diagnostik

kongruent.

Die aberrante Expression eines oder mehrerer myeloider Marker auf lymphatischen

661 ynd ist wahrscheinlich mit verschiedenen chromosomalen

Blasten ist haufig
Aberrationen assoziiert.

In unserer Arbeit wurden folgende myeloischen Marker untersucht: CD13, CD15, CD33,
CD35, CD36, CD117 und cyMPO. Nur fur CD13 und CD33 konnten signifikante
Unterschiede gesehen werden, wobei die Koexpression bei 15,63% bzw. 12,50% lag. In
keinem Fall waren beide Marker positiv. Unsere Daten lagen damit insgesamt niedriger
als in anderen Arbeiten. Z.B. wird fiir CD13 in der Literatur eine Koexpression von 14%
- 47% gefunden, fir CD15 20%-39%, fir CD33 23-51% % 8% ¢ &1 cp35 und CD36
kénnen in der Diagnostik von cALL-Blasten vernachldssigt werden.

Beziiglich CD117 ist zu erwahnen, dass es eine Koexpression auf Zellen der B-Zellreihe
quasi nicht gibt ™ Da D117 (c-kit Rezeptor) jedoch ein wichtiges
Unterscheidungsmerkmal zwischen einer lymphatischen und einer myeloischen

Leukdmie darstellt, sollte CD117 Teil des Priméarpanels sein (68,691 | i et al. wiesen eine

CD117 Expression in zwei von 13 ALL-Rezidiven nach 47)Auch in einem Rezidiv der
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vorliegenden Arbeit ist ein teilweise CD117 Expression zu vermuten. Bei einem
weiteren Patienten kam es ebenfalls zu einem positiven Shift von CD117, allerdings
lagen sowohl die Werte der ED, als auch des Rezidivs im einstelligem MFI Bereich.
Ahnliches gilt fiir cyMPO, welches nur in Zellen der myeloischen Reihe exprimiert wird.
Auch wenn im vorliegenden Kollektiv keine Expression von MPO ermittelt werden
konnte, ist eine Koexpression von MPO in Fallen von biphdnotypischer Leukdmie
moglich 61, 701 Auch die Abgrenzung einer ALL zu einer mixed-phenotype acute
leukemia steh vor allem in Zusammenhang mit der Expression von MPO. Sie sollte also
initial erhoben werden. Weiterhin ist zu erwdhnen, dass in vorliegender Arbeit in
einem Rezidiv ein gering positiver Shift fir cyMPO festzustellen war.

Insgesamt ist die Erfassung der myeloiden Expression wichtig zur Differenzierung zu

[74,72] einerseits und kann anderseits hilfreich in der

anderen leukamischen Subklassen
MRD Diagnostik sein, da eine Koexpression myeloischer Marker auf gesunden B-

Zellvorlaufern nicht vorkommt.

4.3 Rezidive

Im Falle eines Rezidivs kann die Verdanderung der Antigenprasentation auf den Blasten
diagnostische Schwierigkeiten bereiten. Die Studienlage ist uneinheitlich und z. T.
widersprichlich. GesetzmaRigkeiten konnen weder in der Literatur noch in
vorliegender Arbeit festgestellt werden. Insgesamt kdnnen hier nur stichpunktartige
Angaben gemacht werden.

Antigenshifts werden in 69 —92% der Leukdamien nachgewiesen 145, 471,

Stass et al. beschreibt zwei mogliche Mechanismen des Antigenshifts: zum einen die
Selektion einer therapieresistenten Blastenpopulation, zum anderen die
therapieinduzierte Modulation der Antigenprasentation auf den Blasten 731,

Ersteres lasst sich gut am Beispiel von Pat. 19.1 nachvollziehen. Die Blastenpopulation
in der ED war inhomogen z. T. CD34+, z. T. CD34-. Die CD34+ Teilpopulation war positiv

sowohl! fir CD13 als auch fur CD33. Im Rezidiv war die Blastenpopulation homogen

CD34+/CD13+/CD33+, die MFI Werte lagen in &hnlichen Bereichen wie die der
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Teilpopulation der ED. Insgesamt ist also eine Expansion der CD34+ Teilpopulation
wahrscheinlicher als ein echter Shift.
Den Wandel einer inhomogenen zu einer homogenen Verteilung eines Markers wird

54l beschrieben, so z. B. auch fiir CD20, welches meist

auch durch Borowitz et al. 200
heterogen in der ED exprimiert wird und homogen negativ im Rezidiv. Bei Li et al. wird
eher ein Zugewinn der MFI beobachtet. In vorliegender Arbeit war CD20 in 3 von 4
Fallen stabil. Ein Fall zeigte zwar definitionsgemal’ einen negativen Shift, wobei die MFI
Werte von ED und Rezidiv beide < 10 waren und die Populationen Uberschneidungen
zeigten. Wir postulieren also einen insgesamt stabilen Verlauf fiir CD20.

Weitere stabilere Marker scheinen CD19, CD22, CD38 und HLA-DR zu sein [35, 45, 47, 74,
3l Auch in unserer Arbeit kann CD22 als stabilster Marker (wie auch CD20) bestatigt
werden.

Der instabilste Marker war mit 3 von 4 Shifts CD99. Wobei die Aussagefdhigkeit
aufgrund der schlechten Differenzierung zwischen gesunden und leukdamischen Zellen
eingeschrankt bleibt.

In einigen Fallen konnen Artefakt durch eine hohe Kompensation nicht ausgeschlossen

werden. So z. B. fir CD56, CD117 und cyMPO. Wirkliche Shifts kdnnen hier nicht sicher

nachgewiesen werden.

4.4 Fehlerquellen

Auswahl der Patienten

In der KG gab es Patienten, die lediglich zu konsiliarischen Zwecken in der
Universitatskinderklinik Wiirzburg aufgenommen waren. Es erfolgte in diesen Fallen
keine Nachverfolgung des weiteren Krankheitsverlaufs.

Nicht fiir alle Patienten lag eine Untersuchung bezlglich IgM vor, so dass nicht
eindeutig zwischen einer cALL und einer pra-B ALL unterschieden werden konnte.
Solche Patienten waren: Pat. 3.2, Pat. 8.2, 30.1 und 32.1.

[7, 43, 50]

Die Anzahl der Hamatogonen ist abhangig vom Alter . Dies wurde in der

vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt.
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Unterschiede zwischen den Panels und den Farbstoffen
Vor allem in der KG im Panel 1 bestand mit sieben Fallen eine geringe Fallzahl. Um
diese zu erhéhen wurde, falls moglich, versucht beide Panel in Einklang zu bringen.
Von den 29 evaluierten Antikérpern waren 14 sowohl in Panel 1 als auch in Panel 2
vorhanden. Um methodische Fehlerquellen zu identifizieren wurde eine vergleichende
Analyse zwischen beiden Panels, innerhalb einer Population durchgefiihrt.
Fir folgende Variablen gab es, nach Bonferroni-Korrektur, Unterschiede:

1. CD38 APC Lymphozyten cALL (p = 0,020)

2. CD56 PE Blasten (p = 0,009)

3. CD117 PE Blasten (p < 0,001)

4. cyMPO FITC Blasten (p =0,011)

5. cyTdT FITC Blasten (p = 0,009)
In allen Fallen waren die MFI Werte im Panel 1 niedriger als in Panel 2. Mehrere
Ursachen missen in Betracht gezogen werden. Systemische Fehler bei der Messung,
andersartige Kompensation und Systemeinstellungen tber die Jahre, unterschiedliche
Erstellung der Gates in den beiden Panels oder auch der Einfluss der
Antikorperkombination im Tube auf das Farbeverhalten kénnen hier eine Rolle spielen.
CD34 und CD45 waren in den beiden Panels mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen beladen (siehe Tab. 7 wund 8). Es wurde eine
zusammenfassende Auswertung durchgefihrt und, zur Evaluierung der Methode, ein
Vergleich der Farbstoffe innerhalb einer Population durchgefiihrt. Die MFI Werte fir
PerCP lagen bei den Lymphozyten in der cALL Gruppe (p < 0,001) und der KG (p 0,002)
flr CD34 und in der cALL Gruppe auch fiir CD45 (p < 0,001) hoher als APC. Da PerCP
starker fluoresziert als APC kann dieser Fehler aus methodischen Griinden kaum

umgangen werden.
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4.5 Ausblick

Die MRD-Diagnostik ist ein wichtiger Teil der Therapiestratifizierung kindlicher
Leukdmien. Die hohe Anzahl an Studien zur Markerexpression mit z. T. gegensatzlichen
Aussagen macht eine abschlieBende Bewertung schier unmoglich, spiegelt aber auch
die hohe Dynamik der FACS Analyse wieder.

Im EuroFlow Consortium haben sich 20 Arbeitsgruppen zusammengeschlossen und
versucht Standards fir Farbungen, Kompensations- und Instrumenteneinstellungen
festzulegen, sowie einheitliche Panels, Gatingstrategien und Analysemdglichkeiten zu

(19, 768 " Weiterhin hat das EuroFlow Consortium ein Quality Assessment

definieren
Programm  entwickelt, dass die korrekte Ausflihrung des gesamten
durchflusszytometrischen Prozesses evaluiert 771 zahlreiche weitere Programme zur
Standardisierung und Qualitatssicherung mit verschiedensten Ansatzen bestehen, z. B.
UK NEQAS Leucocyte Immunophenotyping oder College of American Pathologists um
nur einige zu nennen [78,79],

Diese Bemiihungen fordern die bessere Vergleichbarkeit der Studien und damit die
Aussagekraft der in verschiedenen FACS-Laboren erhobenen Befunde.

Insgesamt ist der Trend zu kleineren Panels mit gut definierten Markern und
durchgehendem Backbone, wie auch in unserer Arbeit postuliert, ersichtlich & %48 38,
Nichts desto trotz ist es wichtig, vielversprechende neue Marker zu identifizieren und
zu validieren. Coustan-Smith et al. z. B. verglichen 30 Marker zwischen Blasten und
gesunden CD19+/CD10+ B-Zellvorldufern. 22 davon waren auf Blasten unterschiedlich
exprimiert: CD44, BCL2, HSPB1, CD73, CD24, CD123, CD72, CD86, CD200, CD79b,
CD164, CD304, CD97, CD102, CD99, CD300a, CD130, PBX1, CTNNA1, ITGB7, CD69 und
CD49f 9,

Zusatzlich werden immer mehr Assoziationen zwischen der phanotypischen
Prasentation der Blasten und molekularen Aberrationen bekannt. BCR/ABL positive
Falle sind z. B. assoziiert mit der myeloischen Koexpression von CD13 und CD33 bei
CD34 hoch positivem und CD38 niedrigem Status. Weiterhin ist auch CD66¢ von
Leukamien mit BCR-ABL Translokation und hyperdiploiden Karyotyp exprimiert.

Leukdmien mit MLL Rearrangement konnen CD9 positiv sein, wahrend TEL-AML1
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[19]

positive Fdlle sich durch eine CD9 und CD66¢c Negativitat auszeichnen . Diese

Erkenntnisse konnen genutzt werden um Screening Methoden zu vereinfachen und zu
beschleunigen &7

Die Etablierung und der Nutzen der genannten Punkte missen weiterhin beobachtet
werden. Ermutigend ist zusatzlich, dass auch die verfliigbaren Durchflusszytometer
atemberaubende Entwicklungen durchmachen. So werden zunehmend mehr Laser
und Photomultiplier eingesetzt, was die Anzahl der simultan messbaren Parameter
erheblich steigert. Mittlerweile gibt es Geréte, die bis zu 32 Farben gleichzeitig messen

B Auch neue Softwareentwicklungen, wie die Infinicyt™ Software,

kdnnen
ermoglichen  eine  differenziertere  Analyse der Daten, mit neuen
Verrechnungsmoglichkeiten bei verminderter Anzahl von Storfaktoren.

Das Wissen um die Verldaufe der Antigenexpression in der B-Zellentwicklung ist nicht
nur wichtig fir die Risikostratifizierung sondern bietet auch Ansatze fir neue
Therapiemoglichkeiten, vor allem wenn ein Rezidiv vorliegt. So ist CD22, wie auch in
vorliegender Arbeit gezeigt, nahezu immer positiv auf Blasten einer cALL und zusatzlich
auch im Rezidiv besonders stabil exprimiert. Dies sind vielversprechende Argumente
zur Nutzung von CD22 fir zielgerichtete Therapien. Zahlreiche Antikdrper befinden
sich bereits in der klinischen Erprobung, wie z. B. Epratuzumab in der IntReALL 2010
Studie ¢,

Die Bemuihungen zur ldentifizierung therapeutisch nutzbarer Antigene zielen sowohl
auf eine Herstellung monoklonaler Antikdrper als auch auf die Nutzung als Zielantigen
fiir gentechnisch modifizierte T-Zellen mit einem chimédren Antigenrezeptor ab.

Husak et al. weist einen Apoptose induzierenden Effekt durch CD99 Antikdrper auf
Blasten mit TEL/AML1 positivem Karyotyp nach. Leider wéaren hier jedoch auch
normale B-Zellvorldufer betroffen. Nichts desto trotz ist hier ein weiteres potentielles

Antigen zur individuellen Therapie einer ALL vorhanden (821,
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5 Zusammenfassung

Die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter ist die cALL. Eine schnelle
Diagnosefindung ist von Uberlebenswichtiger Bedeutung fiir die kleinen Patienten. Die
FACS-Analyse ist eine weit verbreitete Diagnosemethode. Die ED ist durch die hohe
Blastenlast meist eindeutig und schnell zu realisieren. Schwieriger ist die
Nachverfolgung der Erkrankung, zum einen aufgrund der geringen Anzahl der Blasten,
die der Chemotherapie entgehen kdnnen (MRD), zum andern aufgrund des sich unter
Therapie verandernden Phanotyps der malignen Zellen. Zusatzliche Schwierigkeiten
bereitet die Unterscheidung zu sich regenerierenden, gesunden B-Zellvorldufern. Die
Hohe der MRD ist aber auch Teil der Risikostratifikation und ist daher ein wichtiger Teil
zur weiteren Therapieplanung.

Von besonders diskriminativem Wert waren die Vorlaufermarker CD10, CD34, sowie
die lymphatischen Marker CD19, CD20, CD22, CD45, cyCD79a und cyTdT. Die
Antigenverldufe auf B-Zellvorstufen und die veranderte Expression auf Blasten war
meist so charakteristisch, dass die Kombination der genannten Marker eine
Unterscheidung von gesunden und malignen Zellen in der Mehrzahl der Fille
ermoglichte. Um aber die Marker in Beziehung setzten zu kdnnen ist die Definition der
Subgruppen durch eine einheitliche Markerkombination im Panel entscheidend. Hierzu
geeignet sind vor allem die Marker CD10, CD34, CD45 und CD19. Mindestens drei
dieser Marker sollten in jeder Farbung vorhanden sein und, wenn moglich, durchweg
mit dem gleichen Farbstoff beladen sein, auch in der Nachverfolgung der MRD.

Zur Beschreibung des individuellen LAIP eigneten sich vor allem die Marker CD11b,
CD38, CD58, CD123 und CD133, sowie die myeloischen Marker CD13 und CD33. Die
Veranderungen dieser Marker auf Blasten waren zwar nicht durchweg gleichartig, im
Einzelfall aber zielfiihrend, so dass die Erfassung einer Veranderung in der ED und die
Weiterverfolgung in der MRD Diagnostik durchaus lohnenswert erscheint.

Die Datenlage zur Antigenexpression auf Rezidiven ist ebenfalls sehr individuell. Etliche
Veranderung, ob durch tatsachliche Shifts oder durch Selektionsprozesse bedingt,
kénnen die Diagnose erschweren. Durch ein Rezidiv wird aber die Uberlebensrate der

Patienten drastisch verringert.
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Der am kontinuierlichsten exprimierte Marker war CD22, welches nicht nur durchweg
auf Blasten positiv ist, sondern auch als einziger Marker im Rezidiv stabil bleibt. Daher
eignet sich dieser Marker nicht nur zur Diagnostik, sondern auch als Angriffspunkt
einer Targeted Therapie und die Resultate entsprechender klinischer Studien kénnen
mit Spannung erwartet werden.

Die Hinzunahme neuer, validierter Oberflaichenmarker sowie technisch noch bessere
Durchflusszytometer, mit immer mehr simultan messbaren Parametern und neuen
Softwareldsungen werden die Prazision und Sensitivitdt der MRD-Diagnostik in Zukunft
sicherlich weiter verbessern. Eine bessere MRD-Erfassung, wird zu exakter
stratifizierten und damit schonenderen Therapieprotokollen fiihren, die in
Kombination mit neuen Medikamenten die Prognose von ALL-Patienten, auch im

Rezidiv, weiter anheben wird.
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6 Anhang

Tabelle 19: MFI Werte

CD10 PE Blasten H1 H2 H3 Lymphozyten B-Zellen

n 33 20 21 21 32 21
mittlerer MFI 1666,82 1259,39 421,93 100,22 6,3 5,55
Minimum 128,01 634,94 184,34 27,63 3,18 2,48
Maximum 6756,52 1980,96 756,67 339,82 20,72 14,92
CD13 PE Blasten CD34+ Granulozyten Granulozyten

n 32 20 32 22
mittlerer MFI 18,76 14,85 138,34 118,97
Minimum 2,50 4,87 16,70 20,72
Maximum 83,54 35,55 787,92 371,80
CD19 FITC Blasten H1 H2 H3 B-Zellen B-Zellen

n 33 19 21 21 33 24
mittlerer MFI 176,76 46,86 88,83 122,85 151,75 143,14
Minimum 46,44 15,75 32,2 35,23 50,29 13,1
Maximum 1036,31 79,86 166,98 258,29 244,53 266,03
CD19 APC Blasten 19+/99++ 19+/99+ 19+/99+

n 32 17 22 17
mittlerer MFI 361,67 109,93 298,48 275,65
Minimum 152,61 48,92 106,5 95,6
Maximum 1810,56 173,09 491,37 500,29
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CD20 PerCP Blasten H1 H2 H3 B-Zellen 20+ B-Zellen 20+

n 33 20 21 21 33 21
mittlerer MFI 6,85 1,49 6,15 281,38 158,83 212,02
Minimum 1,00 1,00 1,75 86,21 32,2 59,09
Maximum 82,05 3,25 11,65 441,09 537,61 412,32
CD22 APC Blasten H1 H2 H3 B-Zellen 22+ B-Zellen 22+

n 33 20 21 21 33 21
mittlerer MFI 101,64 49,36 43,9 160,87 239,64 300,21
Minimum 24,14 17,78 13,95 31,62 31,91 98,22
Maximum 278,81 70,73 76,69 442,08 537,61 484,78
CD24 FITC Blasten H1 H2 B-Zellen B-Zellen

n 33 14 14 15 14
mittlerer MFI 319,1 569,46 779,86 44,42 112,6
Minimum 9,82 73,32 16,11 8,74 13,76
Maximum 1843,42 1998,85 2044,31 130,97 435,18
CD33 PE Blasten CD34+ Granulozyten Granulozyten

n 16 10 16 14
mittlerer MFI 27,17 12,53 139,21 174,28
Minimum 3,00 7,99 12,41 95,60
Maximum 235,01 17,00 330,77 271,39
CD34 Blasten Blasten > 10 Blasten < 10 H1 Lymphozyten Lymphozyten

n 33 23 10 24 33 23
mittlerer MFI 101,15 143,38 4,01 130,06 3,71 3,63
Minimum 1,09 27,6 1,09 30,46 1,00 1,00
Maximum 648,29 648,29 7,75 307,81 13,21 9,47
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CD34 PerCP Blasten Blasten > 10 Blasten < 10 H1 Lymphozyten Lymphozyten

n 17 11 6 7 17 7
mittlerer MFI 74,84 113,93 3,17 84,71 4,53 6,23
Minimum 2,43 27,6 2,43 60,78 2,77 2,12
Maximum 287,69 287,69 4,45 175,06 9,38 9,47
CD34 APC Blasten Blasten > 10 Blasten < 10 H1 Lymphozyten Lymphozyten

n 16 12 4 17 16 16
mittlerer MFI 129,1 170,38 5,26 148,73 2,84 2,49
Minimum 1,09 43,83 1,09 30,46 1,00 1,00
Maximum 648,29 648,29 7,75 307,81 13,21 8,57
CD38 APC Blasten H1 H2 Lymphozyten Lymphozyten

n 27 21 14 27 21
mittlerer MFI 231,81 374,87 587,2 48,88 102,88
Minimum 2,76 74,99 3,35 1,72 1,02
Maximum 1654,82 982,17 1472,21 268,96 469,76
CD45 Blasten Blasten > 30 Blasten < 30 H1 H2 Lymphozyten Lymphozyten

n 33 13 20 24 24 33 24
mittlerer MFI 41,08 89,72 9,47 66,75 193,48 596,14 607,74
Minimum 3,06 35,33 3,06 26,76 53,71 77,82 231,11
Maximum 246,05 246,05 20,85 103,66 427,42 1111,67 991,05
CDA45 PerCP Blasten Blasten > 30 Blasten < 30 H1 H2 Lymphozyten Lymphozyten

n 16 6 10 17 17 16 17
mittlerer MFI 42,81 100,39 8,25 66,01 193,27 754 622,27
Minimum 3,06 35,33 3,06 40 53,71 448,63 231,11
Maximum 246,05 246,05 19,02 103,66 306,43 1050,51 991,05
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CD45 APC Blasten Blasten > 30 Blasten < 30 H1 H2 Lymphozyten Lymphozyten

n 17 7 10 7 7 17 7
mittlerer MFI 39,46 80,57 10,69 68,55 193,99 447,57 572,44
Minimum 3,22 45,22 3,22 26,76 74,99 77,82 251,31
Maximum 126,38 126,38 20,85 97,38 427,42 1111,67 739,57
CD58 FITC Blasten Blasten ohne 24.1 H1 B-Zellen B-Zellen

n 11 10 7 11 6
mittlerer MFI 128,61 141 45,89 25,73 24,28
Minimum 4,66 57,25 12,08 8,62 11,81
Maximum 327,81 327,81 106,98 46,14 37,86
CD79a PE Blasten H1 H2 B-Zellen B-Zellen

n 15 15 15 14 15
mittlerer MFI 125,23 239 45,93 74 72,39
Minimum 54,25 4,07 5,05 21,87 5,45
Maximum 239,28 57,25 104,6 116,52 189,38
CD99 PE Blasten 19+/99++ 19+/99+ 19+/99+

n 32 17 20 17
mittlerer MFI 1679,55 1544,66 85,42 80,43
Minimum 9,06 330,77 5,52 17,78
Maximum 8582,1 4332,3 406,79 252,55
CD117 PE Blasten CD34+/117+ Granulozyten Granulozyten

n 33 21 17 7
mittlerer MFI 4,60 233 6,17 8,39
Minimum 2,09 57,51 4,51 5,67
Maximum 18,11 1235,37 8,82 12,08

3ueyuy



6S

CD123 PE Blasten CD34+ Monozyten Monozyten

n 16 14 16 14
mittlerer MFI 132,48 15,72 145,38 33,47
Minimum 4,74 3,96 11,81 13,58
Maximum 449,1 42,74 1394,86 53,52
CD133 1+2 PE Blasten 10+/34+ Lymphozyten Lymphozyten

n 17 7 17 7
mittlerer MFI 22,87 18,14 5,47 7,39
Minimum 2,69 7,4 2,81 4,87
Maximum 177,83 41,79 12,86 10,75
cyTdT FITC Blasten H1 H2 B-Zellen B-Zellen

n 32 14 14 28 20
mittlerer MFI 116,79 207,93 7,79 7,68 8,36
Minimum 10,65 85,82 1,32 1,13 1,37
Maximum 523,3 495,81 38,2 24,14 39,24
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Tabelle 20: MFl und log10 Daten von Erstdiagnose und Rezidiv

CD10-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 128,01 2,11 584,85 2,77 1044,48 3,02 806,46 2,91 636,65 2,80
Rez 11,34 1,05( 1423,00 3,15 3062,92 3,49| 5679,96 3,75| 2010,32 3,30
Rez-ED -116,67 -1,05| 838,15 0,39 2018,44 0,47| 4873,5 0,85| 1373,67 0,50
Beurteilung negativ Shift stabil stabil positiv Shift positiv Shift
CD 13-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 78,44 1,89 26,54 1,42 5,05 0,70
Rez 41,79 1,62 147,22 2,17 2,5 7,04 0,85
Rez-ED -36,65 -0,27 120,68 0,74 1,99 0,14
Beurteilung stabil positiv Shift stabil
CD19-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 281,7 2,45] 1036,31 3,02 130,89 2,12 178,48 2,25 201,72 2,30
Rez 391,35 2,59 427,64 2,63 90,73 1,96 227,24 2,36 56,17 1,75
Rez-ED 109,65 0,14| -608,67 -0,38 -40,16 -0,16 48,76 0,10| -145,55 -0,56
Beurteilung stabil stabil stabil stabil negativ Shift
CD19-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 4755,57 3,68

Rez 1690,35 3,23 385,62 1107,62 428,67

Rez-ED -3065,22 -0,45

Beurteilung stabil
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CD19-APC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 1810,56 3,26 243,62 2,39 361,9 2,56 392,42 2,59
Rez 1124,04 3,05 155,38 2,19 299,61 2,48 116,52 2,07
Rez-ED -686,52 -0,21 -88,24 -0,20 -62,29 -0,08 -275,9 -0,53
Beurteilung stabil stabil stabil stabil negativ Shift
CD20-PerCP Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 2,48 0,39 1,37 0,14 7,5 0,88 8,66 0,94
Rez 1,54 0,19 1,98 0,30 9,91 1,00 1,61 0,21
Rez-ED -0,94 -0,21 0,61 0,16 2,41 0,12 -7,05 -0,73
Beurteilung stabil stabil stabil negativ Shift
CD22-APC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 278,81 2,45 54,74 1,74 86,6 1,94 128,64 2,11
Rez 276,32 2,44 40,32 1,61 54,49 1,74 45,73 1,66
Rez-ED -2,49 0,00 -14,42 -0,13 -32,11 -0,20 -82,91 -0,45
Beurteilung stabil stabil stabil stabil

CD24-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 938,98 2,97 201,69 2,30 198,1 2,30 9,82 0,99
Rez 134,56 2,13 127,49 2,11| 1154,78 3,06 22,07 1,34
Rez-ED -804,42 -0,84 -74,2 -0,20| 956,68 0,77 12,25 0,35
Beurteilung negativ Shift stabil positiv Shift stabil
CD25-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 12,75 1,11

Rez 12,24 1,09 4,03 11,34 10,18

Rez-ED -0,51 -0,02

Beurteilung stabil
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CD 33-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 15,54 1,19 | CD33 APC: 7,80 0,89

Rez 13,64 1,13 60,98 1,79 9,91

Rez-ED -1,9 -0,06 53,18 0,89

Beurteilung stabil positiv Shift

CD34-PerCP Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 75,49 1,88 27,6 1,44 89,17 1,95
Rez 474,18 2,68

Rez-ED 0,27

Beurteilung stabil

CD34-APC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 252,4 2,40| 648,29 2,81

Rez 245,71 2,39 264,52 2,42 12,78 1,11 3,27 0,51
Rez-ED -0,42 0,54 -0,33 -1,44
Beurteilung stabil positiv Shift stabil negativ Shift
CD 35-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 12,86 1,11

Rez 20,54 1,31 3,4 18,43 16,85

Rez-ED 7,68 0,20

Beurteilung stabil

CD 36-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 13,95 1,14

Rez 13,89 1,14 4,45 13,34

Rez-ED -0,06 0,00

Beurteilung stabil
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CD38-APC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 756,67 2,88 7,84 0,89 74,32 1,87 54,74 1,74
Rez 1684,85 3,23 23,29 1,37 130,97 2,12 552,32 685,39 2,84
Rez-ED 928,18 0,35 15,45 0,47 56,65 0,25 630,65 1,10
Beurteilung stabil stabil stabil positiv Shift
CD45-PerCP Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 152,55 2,18 4,87 0,69 44,11 1,64

Rez 138,24 2,14 7,29 0,86 64,4 1,81

Rez-ED -14,31 -0,04 2,42 0,18 64,4 0,16

Beurteilung stabil stabil stabil

CD45-APC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 50,06 1,70 90,89 1,96
Rez (CD45-PerCP) 181,11 2,26 84,46 1,93
Rez-ED 0,56 -0,03
Beurteilung positiv Shift stabil
CD56-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 6,21 0,79 5,57 0,75 8,58 0,93 7,23 0,86
Rez 7,4 0,87 4,26 0,63 14,2 1,15 36,19 1,56
Rez-ED 1,19 0,08 -1,31 -0,12 5,62 0,22 28,96 0,70
Beurteilung stabil stabil stabil positiv Shift
cy79a-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 130,97 2,12

Rez 319,08 2,50 69,78 216,74 257,13

Rez-ED 188,11 0,39

Beurteilung stabil
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CD99-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 1009,04 3,00 307,81 2,49 | 1582,04 3,20 710,5 2,85
Rez 17,47 5623,41 3,75 1252,15 3,10| 8058,42 3,91| 1445,96 3,16
Rez-ED 4614,37 0,75 944,34 0,61| 6476,38 0,71 735,46 0,31
Beurteilung positiv Shift positiv Shift positiv Shift stabil

CD 117-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 5,05 0,70 2,55 0,41 2,09 2,55 0,41
Rez 23,08 1,36 6,98 0,84 9,22 0,96
Rez-ED 18,03 0,66 4,43 0,44 6,67 0,56
Beurteilung positiv Shift stabil positiv Shift

CD123-PE Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0

ED 77,74 1,89 133,35 2,12

Rez 72,34 1,86 122,43 2,09 28,39 147,22

Rez-ED -5,4 -0,03 -10,92 -0,04

Beurteilung stabil stabil

HLA-DR-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 1651,69 3,22

Rez 5450,52 3,74 1436,73 2425,33

Rez-ED 3798,83 0,52

Beurteilung positiv Shift

cyMPO-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 |logl0

ED 26,18 1,42 9,22 0,96 10,75 1,03 5,67 0,75
Rez 29,96 1,48 6,21 0,79 16,85 1,23 24,58 1,39
Rez-ED 3,78 0,06 -3,01 -0,17 6,1 0,20 18,91 0,64
Beurteilung stabil stabil stabil positiv Shift
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cyTdT-FITC Pat. 12.2 |logl0 Pat. 13.2 |logl0 Pat. 19.1 logl10 Pat. 20.1 |logl0 Pat. 34.1 | logl0
ED 168,49 2,23 127,49 2,11 35,55 1,55 166,98 2,22
Rez 62,08 1,79 139,49 2,14 791,48 2,90 196,32 2,29
Rez-ED -106,41 -0,43 12 0,04| 755,93 1,35 29,34 0,07
Beurteilung stabil stabil positiv Shift stabil
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7 Abkiirzungsverzeichnis
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