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Zusammenfassung

Einleitung

Die akute lymphoblastische Leukamie (ALL) stellt die haufigste maligne
Erkrankung des Kindes- und Jugendalters dar. Ein besseres Verstandnis der
Erkrankung sowie neue prognostische Marker kénnen dabei helfen, das
individuelle Risiko der Betroffenen besser einzuschatzen und eine risikoadaptierte
Therapie zu ermdglichen. Die Proteingruppe der eukaryotischen Initiationsfaktoren
(elF) nimmt eine Schlusselposition in der Proteinsynthese ein. Die elF regulieren
die Translations-Initiation und sind somit an einem fur Zellwachstum und
Zelluberleben essenziellen Schritt beteiligt. Nachweislich spielen abweichende
Expressionen mehrerer oder einzelner elF bei der Entstehung von Malignomen
eine Rolle. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Expression der elF
bei ALL im Kindes- und Jugendalter zu untersuchen und mdgliche klinische

Zusammenhange festzustellen.

Methoden

Die mRNA-Expressionsprofile von 15 elF wurden im Knochenmark von, an ALL
erkrankten Kindern und Jugendlichen mittels quantitativer real-time PCR
bestimmt. Weiters wurden die Ergebnisse mit klinischen Parametern aus einer
retrospektiven  Datenerhebung  korreliert. Es wurden  kryokonservierte
Knochenmarkstanzen untersucht, welche bei ALL-Erstdiagnose entnommen
worden waren (n=91). Zusatzlich wurde nach Abschluss der Induktionstherapie
gewonnenes Knochenmark analysiert (n=10). Als Normalkontrolle diente
Peripherblut gesunder Probandinnen und Probanden (n=5).

Ergebnisse

Der Vergleich von Blasten der BCP-/T-Zellreihe mit der Normalkontrolle ergab
eine signifikant reduzierte Expression der mRNA-Level von sechs der 15
untersuchten elF (elF1, elF2A, elF3d, elF3l, elF4G2, elF4G3). Die ALL-
Immunphanotypen variierten untereinander kaum, nur bei drei elF lagen
Unterschiede vor (elF1, elF2A, elF3j). Falle mit nachgewiesener Hyperdiploidie
zeigten eine reduzierte elF3d-Expression. AuRerdem lagen bei einer peripheren

Blastenzahl am Tag 8 von = 100/pL signifikant gesteigerte elF1-Level vor. Bei



einem initialen Leukozytenwert von < 20 G/L war elF3l unter- und elF2a

Uberexprimiert.

Schlussfolgerungen

Der Vergleich der Blasten der BCP-/T-Zellreihne mit der Normalkontrolle zeigte —
entgegen der aktuellen Literatur — ausschlieBlich reduzierte Expressionsprofile.
Aus diesem Grund sollten die vorliegenden Ergebnisse vorsichtig interpretiert
werden. Hyperdiploidie, niedrige periphere Blastenzahl am Tag 8 und initiale
Leukozytenwerte < 20 G/L werden generell mit einem gunstigeren
Krankheitsverlauf assoziiert. Eine Korrelation der Ergebnisse mit dem klinischen
Verlauf ist aufgrund der geringen Fallzahl nur eingeschrankt moglich. Zur
genaueren Beurteilung der elF-Expressionsprofile bei ALL im Kindes- und
Jugendalter, auch hinsichtlich einer maoglichen prognostischen Aussagekraft,

sollten weiterfihrende Untersuchungen folgen.



Abstract

Introduction

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is the most common malignant disease in
children and adolescents. A better understanding of the disease as well as new
prognostic markers may help to better assess the individual risk of ALL patients
allowing for a better risk-adapted therapy. Eukaryotic initiation factors (elF) play a
key role in protein synthesis. The elF regulate translation initiation, a step essential
for cell growth and survival. Evidence suggests that aberrant expression of
multiple or single elFs plays a role in the development of malignancies. The aim of
the present study was to investigate the expression of elF in childhood and
adolescent ALL and to correlate expression with clinical parameters.

Methods

The mRNA expression profiles of 15 elF were investigated in the bone marrow of
children and adolescents with ALL using quantitative real-time PCR. Furthermore,
the results were correlated with clinical parameters from a retrospectively analysed
clinical cohort. Cryopreserved bone marrow samples collected at the time of initial
ALL diagnosis were examined (n=91). In addition, bone marrow collected after
completion of induction therapy was analysed (n=10). Peripheral blood from

healthy volunteers served as a normal control (n=5).

Results

Comparison of BCP-/T-blasts with the normal control revealed significantly
reduced expression of the mRNA levels of six of the 15 elF examined (elF1,
elF2A, elF3d, elF3l, elF4G2, elF4G3). There was little variation among the ALL
immunophenotypes, with no differences in 12 of 15 elF. Cases with proven
hyperdiploidy showed reduced elF3d expression. In addition, significantly
increased elF1 levels were present with a peripheral blast count on day 8 of =
100/pL. An initial leukocyte count of < 20 G/L was associated with decreased elF3l

expression and increased elF2a expression.

Xi



Conclusion

The comparison of BCP-/T- blasts with the normal control showed - contrary to
current literature - only reduced expressionprofiles. Therefore, the present results
must be interpreted cautiously. Hyperdiploidy, low peripheral blast counts on day 8
and initial leukocyte counts < 20 G/L are generally associated with a more
favourable disease course. However, due to the small number of cases, the
impact of the results with the clinical course is limited. For a more precise
assessment of the elF expression in ALL in childhood and adolescence, also

regarding a possible prognostic significance, further studies are needed.
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1 Einleitung

Maligne Erkrankungen stellen eine der Haupttodesursachen bei Kindern und
Jugendlichen in Industrielandern dar (1). Europaweit liegt die Inzidenz bei
ungefahr 145 pro 1.000.000 Kindern und Jugendlichen jahrlich, allein
131/1.000.000 pro Jahr unter den 0-14-Jahrigen (2). Aufgrund der Seltenheit von
Krebserkrankungen mit den daraus resultierenden geringen Fallzahlen und dem
meist verfolgten primar kurativen Therapieansatz stellt die Behandlung eine
besondere Herausforderung dar. Komplexe Diagnosestellung, intensive
multimodale Therapiekonzepte und die Notwendigkeit einer oft lebenslangen
Nachsorge und Rehabilitation erfordern die Betreuung an einer auf die
padiatrische Hamato-Onkologie spezialisierten Abteilung (3).

Die groflte Gruppe dieser malignen umfasst Leukamien, gefolgt von Tumoren des
zentralen Nervensystems und Lymphome (Abbildung 1) (4).

Karzinome Lebertumare _Retinoblastome
3,10%._ 1,30% 2%
Knochentumore } ; -~
5,20%

Andere
Keimzelltumore 0,20%

3,90%

Mierentumore __——
4,70%

- Leukamien

Periphere 30,20%

MNervenzelltumore _
5,50%

Weichteilsarkome _~
5,80%

Lymphome ZNS-Tumaore
14,40% 23,80%

Abbildung 1: Héufigkeiten der Erkrankungsfélle bei Kindern und Jugendlichen (2009-2017),

basierend auf 19.254 Patientinnen und Patienten < 18 Jahre. Deutsches Kinderkrebsregister. 2018

(4)



1.1 Akute lymphoblastische Leukamie

Die Gruppe der Leukamien umfasst maligne Erkrankungen des Knochenmarks,
welche durch eine uberschiel3ende Proliferation hamatologischer Vorlauferzellen
charakterisiert sind (5). Diese ungehemmte Vermehrung von malignen Zellen
verdrangt die physiologische Hamatopoese (3). Nach dem Verlauf werden akute
von chronischen Leukdmien unterschieden. Akute Leukadmien zeichnen sich durch
eine hohe Zellteilungsrate und dadurch bedingt meist eine kurze Anamnese mit

rasch progredienten Verlauf aus.

1.1.1 Epidemiologie

Die akute lymphoblastische Leukamie (ALL) stellt mit 4,3 Erkrankungen auf
100.000 Kinder unter 15 Jahren die haufigste maligne Erkrankung im Kindes- und
Jugendalter dar, was 25% aller Krebsdiagnosen in diesem Alter entspricht (1). Die
Inzidenz ist im Alter zwischen zwei und funf Jahren am hoéchsten, steigt ab dem
50. Lebensjahr wieder an mit einem weiteren Gipfel um das 80. Lebensjahr (6).
Die Pravalenz variiert von Land zu Land (2, 7). Die Erkrankung ist leicht
knabenwendig (Verhaltnis 1,2:1), im Sauglingsalter sind jedoch haufiger Madchen
betroffen (1, 4).

1.1.2 Atiologie

Die Grundlage fur die Entstehung einer akuten Leukamie bilden genetische
Mutationen der Vorlauferzellen des hamatopoetischen Systems, wobei
Umwelteinflisse und vorbestehende genetische Faktoren zusammenwirken (3).
lonisierende Strahlung gilt als akzeptierte Ursache fur die Entstehung einer ALL
(6). Die Rolle fehlregulierter Immunantworten auf harmlose Infektionen und
Lebensumstande in keimarmer Umgebung werden diskutiert (3). Diverse
Pradispositionssyndrome gelten auch als Risikofaktoren, sind jedoch fir weniger
als 5% aller Falle an ALL im Kindes- und Jugendalter verantwortlich (3). Dazu
zahlen Bloom-, Down-, Nijmegen-Breakage-, Li-Fraumeni-Syndrom, Ataxia
telangiectasia und Constitutional Mismatch Repair Deficiency Syndrom
(CMMRDS) (8, 9). So haben beispielsweise Patientinnen und Patienten mit einem
Down-Syndrom (Trisomie 21) ein funffach erhdhtes Risiko an einer ALL zu
erkranken als die Normalbevolkerung (1).



Bereits seit langerem ist bekannt, dass numerische und strukturelle chromosomale

Veranderungen eine Rolle spielen. Diese umfassen neben Abweichungen in der

Anzahl von Chromosomen, wie Hyperdiploidie (mehr als 50 Chromosomen) und

Hypodiploidie (weniger als 44 Chromosomen), diverse Translokationen (19).

Einige dieser Aberrationen und die daraus resultierenden Genotypen stehen in

direktem Zusammenhang mit dem Outcome der Erkrankung (Tabelle 1, Tabelle

2) (10, 11).

Genotyp Frequenz (%) Genotyp Frequenz (%)
Hyperdiploid 25 dic(9;20) 2
ETV6-RUNX1 20 iAMP21 2
BCR-ABL1-like 9 MLL-AFF1 2
TAL1 7 ETP 2
TCF3-PBX1 4 LYL1 1,4
CRLF2 4 Hypodiploid 1
ERG 3 TCF3-HLF 0,5
TLX3 2,3 MLL-ENL 0,3
MYC 2 TLX1 0,3
BCR-ABLA1 2 Andere 10,2

Tabelle 1: Verteilung der molekularen Subtypen bei ALL im Kindes- und Jugendalter. Modifiziert
nach Pui CH, et al. 2012 (11)

Chromosomale Translokation

Frequenz (%)

Genotyp

Prognose

t(12;21)(p13;922)
t(1;19)(q23;p13.3)

t(9;22)(q34;q11)
t(4;11)(q21;923)

t(8;14)(924;932.3)
t(11;14)(p13;911)
dic(9;12)(p11-p12;p12)

20
5-6
3-5
2
1-2
1
1

ETV6-RUNX1-Fusion
E2A-PBX1-Fusion

BCR-ABL-Fusion
MLL-AF4-Fusion
MY C-IGH-Fusion

TTG2-TCRD-Fusion

gunstig
unginstig
ungunstig
ungunstig
gunstig
unginstig

glnstig

Tabelle 2: Haufige chromosomale Translokationen bei ALL im Kindes- und Jugendalter. Modifiziert
nach Lanzkowsky P. 2005 (10)



1.1.3 Klinische Manifestation

Das klinische Erscheinungsbild einer ALL wird von drei Faktoren bestimmt: dem
Ausmaldy der Knochenmarkinfiltration, dem extramedullaren Organbefall und der
systemischen Wirkung, der von den malignen Zellen ausgeschutteten Zytokine
(3). Frihsymptome sind oft nur unspezifisch und werden auf harmlose
Erkrankungen zurlckgefuhrt. Die Kombination mehrerer dieser Einzelsymptome
oder Auffalligkeiten in betroffenen Organsystemen ist meist Anlass flir eine

entsprechende Abklarung (1).

Aufgrund des Befalls des blutbildenden Knochenmarks konnen alle drei
physiologischen Zellreihen erniedrigt sein. Eine Verdrangung der Erythropoese
fuhrt zu den klassischen Symptomen einer Anamie und umfasst neben Blasse,
Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Tachykardie, eine reduzierte Leistungsfahigkeit (1).
Die aus der Neutropenie resultierende Infektneigung kann sich in Form von Fieber
manifestieren, jedoch zu schweren Lokalinfektionen wie Pneumonie und
Mastoiditis oder auch zur systemischen Manifestation einer Sepsis fihren (3).
Blutungen in Form von petechialen Hautblutungen, Hamatomen und Nasenbluten
bis zu intrazerebralen Blutungen, Blutungen der Lunge oder gastrointestinaler
Organe, sind durch eine Thrombozytopenie bedingt. Bei einem Viertel aller Kinder
und Jugendlichen ftritt zusatzlich eine schmerzhafte Knochen-, Periost- oder
Gelenkinfiltration auf (10). Haufig finden sich querverlaufende metaphysare
Aufhellungsbander, osteolytische Herde in Spongiosa und/oder Compacta,
seltener subperiostale Knochenneubildungen oder osteosklerotische Herde (12).
Knochen- und Bewegungsschmerzen kénnen mit einer juvenilen rheumatoiden
Arthritis oder in Kombination mit der entsprechenden Infektanamnese mit einer
Osteomyelitis verwechselt werden (1). Mudigkeit, allgemeines Krankheitsgefuhl,
Ubelkeit und Fieber werden auch durch die Zytokin-Freisetzung ausgeldst (3).
Besonders haufig ist der Befall von retikuloendothelialen Geweben (3). Dies
umfasst einerseits die VergroRerung von Milz und Leber, welche in Uber zwei
Dritteln der Falle gemeinsam als Hepatosplenomegalie auftritt, die eine Zunahme
des Bauchumfangs, Appetitlosigkeit und Obstipation verursachen kann (1).
Andererseits kdnnen Lymphknoten lokalisiert oder generalisiert vergroRert sein.
Dies kann bei thorakalem Befall bis zu einer oberen Einflussstauung und bei
abdominellem Befall zu einem mechanischen lleus fuhren (10).



Ein geringer Anteil der Kinder und Jugendlichen weist eine Beteiligung des
Zentralnervensystems auf. Zeichen hierfur sind Kopfschmerzen, Erbrechen,
Papillenddem, Hirnnervenausfalle und Meningismus, was auf eine Infiltration der
weichen Hirnhaute bzw. einen erhohten intrakraniellen Druck zuridckgefuhrt
werden kann (3). Seltener liegen fokale neurologische Ausfalle, hypothalamische
Symptome, Diabetes insipidus centralis oder ein Brown-Séquard-Syndrom vor
(10). Letzteres ist eine halbseitige Querschnittslasion des Ruckenmarks mit
spastischer Lahmung und gestorter Tiefensensibilitat ipsilateral zur Lasion und
herabgesetzter Schmerz- und Temperaturempfindung kontralateral (5). Bei sehr
hoher Leukozytenzahl findet sich oft ein Befall des Urogenitaltraktes (1). Hierbei
steht meist eine schmerzlose, oft nur einseitige Hodenschwellung im Vordergrund;
ein Befall der Ovarien ist eher selten, ebenso wie Priapismus, welcher auf
zentralnervose Prozesse oder eine mechanische Obstruktion durch Blasten in den
Corpora cavernosa zuruckzufuhren ist (10). Ein Befall der Nieren ist oft nur
sonografisch nachweisbar (1). Infiltrate von Haut, Lunge, Herz, Orbita, Gingiva
oder der Parotis, auch als Mikulicz-Syndrom bezeichnet, treten selten auf (1, 12).

Lebensbedrohliche Komplikationen bei Erstdiagnose umfassen Sepsis, Blutungen
und Zelllyse-Syndrom. Der Zerfall der malignen Zellen fuhrt zu einem Anstieg von
Kalium und Phosphat im Blut, was Herzrhythmusstérungen und Nierenversagen
hervorrufen kann (7). Ebenso konnen Laktatdehydrogenase (LDH) und Harnsaure
stark erhoht sein (10). Durch die kontinuierliche Ausschwemmung von Blasten in
das periphere Blut erhdht sich der Hamatokrit und damit die Viskositat des Blutes.
Dieses, als Leukostase bezeichnete Phanomen, erhoht das Risiko von
Herzversagen, akutem Lungenddem sowie Insulten (3). Bei Infiltration des
Thymus im Rahmen einer T-ALL und die dadurch resultierende GroRenzunahme

kann eine Obstruktion der Atemwege auftreten (3).

1.1.4 Einteilung der ALL

Anhand von zytomorphologischen, zytochemischen und immunphanotypischen
Kriterien sind zahlreiche Subtypen zu unterscheiden. Als Erkrankung des
lymphatischen Systems fallt die ALL in die Kategorie der Non-Hodgkin-Lymphome
(13). Lymphome sind Malignome, die vom lymphatischen Gewebe ausgehen (5).

Lymphoblastische Lymphome und ALL sind zytomorphologisch sowie



immunologisch ident, die Unterscheidung erfolgt durch das Ausmald der
Knochenmarkinfiltration. So spricht man bei > 25% lymphatischen Blasten im
Knochenmark von einer ALL, bei < 25% von einem lymphoblastischen Lymphom
Stadium IV (14). Die akute myeloische Leukamie (AML), welche sich von
Vorlauferzellen des myeloischen Systems herleitet, kann bereits anhand von
Zytologie und Zytochemie differenziert werden (14). Die ALL-Blasten werden nach
der FAB-(French-American-British) Klassifikation in L1, L2 und L3 eingeteilt
(Tabelle 3). Die Unterscheidung in L1- und L2-Subtypen ist nicht mehr klinisch
relevant; der L3-Subtyp findet sich bei der Burkitt-Leukamie, welche anders
behandelt wird als die T- und BCP (B-cell precursor)-ALL (1, 14).

L1 L2 L3
ZellgroBe klein grol}, heterogen grof3, homogen
Chromatinstruktur homogen heterogen homogen
regelmafig, unregelmafig, .
Kernform gelegentlich haufig regelmaBig, oval

Einkerbungen Einkerbungen bis rund

keine oder klein/ einer oder mehrere, | einer oder mehrere,
Nukleolen

unverdachtig oft gro3 grof}
Zytoplasma-Menge wenig unterschiedlich mafig vermehrt
Zytoplasma-Basophilie wenig unterschiedlich intensiv
Zytoplasma-Vakuolen unterschiedlich unterschiedlich oft deutlich
Inzidenz 27% 68% 5%

Tabelle 3: Morphologische Klassifikation der ALL nach FAB. Modifiziert nach Freund M. 2008 (14)

Immunologische Verfahren erlauben die Zuordnung der Blasten zur B- oder T-
Zellreihe, wobei die BCP-ALL Uber 80% der ALL im Kindes- und Jugendalter
ausmacht (7). Hierbei werden an der Aulenseite der Zellmembran oder
intrazellular gelegene Antigene nachgewiesen (15). Diese Cluster of differentiation
(CD) ermdglichen eine Unterscheidung zwischen ALL und AML bzw. T- und BCP-
ALL (Abbildung 2). Nach den Reifungsstadien sind innerhalb der B- und T-
Zellreihen zu unterscheiden: pro-B-, C (common)-, pra-B-, mature B-, pro-T-, pra-
T-, cortical T- und mature T-ALL. Die C-ALL bildet mit 60-70% den grof3ten Anteil
unter den ALL-Immunphanotypen bei Kindern und Jugendlichen, gefolgt von der
pra-B-ALL mit einer Haufigkeit von 20% (7). Die reife B-ALL (,Burkitt-ALL") muss



auf Grund von unterschiedlicher Biologie und Therapie von den BCP-ALL

unterschieden werden (14).

Akute Leukamie
B-(BCP-)ALL T-ALL AML
2 2 von: Alle 3 von: >2 von:
CD19, CD10, ()CD3, CD7, CD13, CD33,
(i)CD22, iCD79a IMPO schwach CD64, CD65,
oder negativ CD117, iMPO,
1 ‘ keine Kriterien fur
B-/ T-ALL
B-I (pro-B) T-l (pro-T)
B-ll (common) T-Il (pra-T)
B-lll (pra-B) T-ll (cortical T)
B-IV (mature B) T-IV (mature T)

Abbildung 2: Immunphénotypische Subgruppen bei akuten Leukdmien nach der AIEOP-BFM-
Gruppe. Modifiziert nach Dworzak MN, et al. 2016 (16)

1.1.5 Diagnostik

Bei Verdacht auf eine akute Leukamie ist zuerst das Differentialblutbild und der
Blutausstrich zu beurteilen (3). Die Anzahl der Leukozyten kann erniedrigt (25%
der Patientinnen und Patienten), normal (25%) oder erhoht (50%) sein, wobei eine

Leukozytose mit einer unglnstigeren Prognose einhergeht (17).

Anamie und Thrombopenie kdénnen unterschiedlich stark ausgepragt sein, oft
findet sich sogar eine Panzytopenie. Eine niedrige Hamoglobin-Konzentration
spricht eher fur eine langsame und eine hohere Konzentration fur eine rasche
Progredienz (10). Uber 90% aller Betroffenen zeigen eine Thrombopenie (1). Die
weiterfihrende  Diagnostik  umfasst  Zytologie, @ Zytochemie, Immun-
phanotypisierung (auch als Flowzytometrie oder FACS-Analyse bezeichnet),
Zytogenetik, Molekulargenetik der leukamischen Blasten und klinische Diagnostik
(Abbildung 3) (17).



Blutbild, Differentialblutbild

=  Numerische Beurteilung
= Mikroskopische Beurteilung

l

Knochenmarkpunktion

= Mikroskopische Beurteilung
= Zytochemie

+

* |mmunphanotypisierung
= Zytogenetik
= Molekulargenetik

Abbildung 3: Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf ALL

Knochenmark wird durch Punktion der Spina iliaca posterior superior gewonnen.
Eine Biopsie ist nicht unbedingt erforderlich. Ausstriche bzw. die Schnitte der
Stanze werden von Hamatologen bzw. Pathologen zuerst morphologisch beurteilt.
Die zytochemischen Untersuchungen nutzen zelleigene Enzyme, um farblose
Substrate in Farbstoffe zu Gberflihren. Beispiel hierfur ist die Peroxidase-Reaktion.
Die Peroxidase ist das Leitenzym der Granulopoese und kommt deshalb beim
Nachweis einer myeloischen Leukdmie zum Einsatz (14). Die Zytochemie hat
inzwischen an Bedeutung verloren, da die Immunphanotypisierung eine rasche
Linienzuordnung der leukamischen Blasten erlaubt (14). Die Gewinnung des
Liquor cerebrospinalis erfolgt durch eine Lumbalpunktion im Rahmen der initialen
Diagnostik. Die zytologische Untersuchung dient zum Ausschluss oder Nachweis
eines Befalls des Zentralnervensystems (ZNS). Ein ZNS-Befall bzw. eine
Meningeosis leucaemica liegt bei mehr als 5 Zellen/uL pro Zahlkammer und
nachweisbaren leukamischen Blasten vor (1). Die initiale Diagnostik umfasst
weiters eine Ultraschalluntersuchung von Abdomen, Retroperitoneum, Hoden,
Mediastinum und Lymphknoten (17). Ein Thorax-Rontgen erlaubt die Darstellung
mediastinaler Lymphknoten (10). Eine ophthalmologische Untersuchung dient

dem Ausschluss einer Infiltration der Retina (17).



1.1.6 Therapie

Die Therapie besteht aus einer multimodalen, zytostatischen Chemotherapie mit
dem Ziel eine komplette Remission als Grundvoraussetzung fur eine Heilung zu
erreichen. Diese erfolgt nach internationalen, multizentrischen, akademischen
Therapieoptimierungsstudien der BFM-Gruppe (18). Anhand von Immunphanotyp,
Molekulargenetik und Kinetik des Ansprechens erfolgt eine risikoadaptierte
Behandlung. Das bedeutet, dass Patientinnen und Patienten mit gunstigen
Prognosekriterien und raschem, gutem Ansprechen auf die erste Therapiephase
eine weniger intensive Behandlung bekommen. Zur Einteilung werden drei
Risikogruppen definiert: Standardrisiko (SR), mittleres Risiko (MR) und Hochrisiko
(HR) (18). Als unverzichtbarer Marker des Ansprechens auf die Therapie hat sich
die Minimal residual disease (MRD) etabliert (19). Durch
Polymerasekettenreaktion (PCR) und Durchflusszytometrie werden leukamische
Blasten im peripheren Blut und Knochenmark regelmalig quantifiziert (20).
Diverse andere Kriterien gelten ebenso als prognostische Faktoren (Tabelle 4) (7,
17).

Prognose
ungiinstig glinstig
Alter <1 oder > 10 1-10
Initiale Leukozytenwerte >100 G/L <20 G/L
Geschlecht mannlich weiblich
Chromosomenzahl Hypodiploidie Hyperdiploidie

t(9;22)/ BCR-ABL; t(4;11)/

Genetik MLL-AF4 t(12;21)/ ETV6-RUNX1
Ansprechen auf Prednison- Poor Prednisone Good Prednisone
Vortherapie Response Response

Nachweis der Resterkrankung

(Minimal residual disease) Positiv nach 12 Wochen Negativ nach 5 Wochen

Tabelle 4: Prognostische Faktoren bei ALL im Kindes- und Jugendalter. Modifiziert nach Escherich
G, etal. 2016 (17) und Lokeshwar MR, et al. 2016 (7)



Es werden vier Therapieabschnitte unterschieden, die in Summe ca. 24 Monate
dauern (Abbildung 4) (1, 18).

-_—

. Induktionstherapie (Protokoll I)
2. Konsolidierungstherapie (Protokoll M)
3. Reintensivierungsphase (Protokoll Il oder III)

4. Erhaltungstherapie

3. Therapieabschnitt 4. Therapieabschnitt
non-HR, SR, MR ‘ Prot. M ” Prot. Il “ Erhaltungstherapie j
1 2

The:"apieabscﬁniﬂ

Prot. IB/
Consol

Prot. IA

i 1
3. Therapieabschnitt 4. Therapieabschnitt

T
HR |:| |:| | Erhaltungstherapie _—I

—»‘ Stammzelltransplantation |

— | DNX-FLA + Stammzelltransplantation ‘

Abbildung 4: Ubersicht Behandlungsplan AIEOP-BFM ALL 2017 bei BCP- und T-ALL. Schrappe M,
etal. 2016 (18)
Ziel der Induktionstherapie (Protokoll 1) ist das rasche und nachhaltige Absenken
der Blastenlast und das Erzielen einer Remission. Diese wird zytomorphologisch,
immunphanotypisch und PCR-basiert definiert (18). Als wichtigste Marker hierfur
gilt die MRD (19, 22). Die ALL-BFM-Studien von 1981 bis 2000 haben gezeigt,
dass sich ein rascher Ruckgang der leukamischen Blasten durch eine intensive
Induktionstherapie positiv auf die Prognose auswirkt (21). Im Protokoll M wird die
Remission konsolidiert. Studien in den Achtzigerjahren haben gezeigt, dass die
Prognose durch eine zusatzliche Reinduktionstherapie (Protokoll Il bzw. 11) weiter
verbessert werden kann (18). Nach der Reinduktionstherapie folgt die
Erhaltungstherapie bis zu einer Gesamttherapiedauer von 2 Jahren. Eine
Verkiurzung der Dauertherapie fuhrt zu einer Zunahme der Rezidivrate (21).
Lediglich bei Patientinnen und Patienten mit erhdhtem Ruckfallrisiko ist eine
Stammzelltransplantation indiziert (22, 23). Betroffen sind Kinder und Jugendliche

mit besonders ungunstigen prognostischen Faktoren (24).
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Durch den Einsatz von Chemotherapeutika, welche intrathekal verabreicht
werden, kann in der Regel auf eine Schadelbestrahlung verzichtet werden (25).
Eine Strahlentherapie bleibt nur Fallen mit einem hohen Risiko fur ein ZNS-
Rezidiv vorbehalten, wie T-ALL oder HR BCP-ALL (18, 21).

In der ersten Halfte des vergangenen Jahrhunderts galt die akute Leukamie als
Erkrankung mit infauster Prognose (26). Inzwischen kann mit modernen
Therapiekonzepten ein leukamiefreies Uberleben nach 10 Jahren in bis zu 95%
der Falle erzielt werden (21). Die groRte Gruppe der Komplikationen bilden
Rezidive (27). Patientinnen und Patienten mit  vorausgehender
Schadelbestrahlung haben aulerdem ein erhdhtes Risiko fur das Auftreten von

sekundaren Hirntumoren (28).

1.2 Eukaryotische Initiationsfaktoren

Unter Proteinbiosynthese versteht man die Neubildung von Proteinen auf Basis
der in der DNA enthaltenen genetischen Information. In deren Rahmen werden
EiweiBmolekile aus Aminosauren aufgebaut. Sie umfasst Transkription,
posttranskriptionale Modifikation, Translation und postranslationale Modifikation.
Diese zellularen Prozesse sind sehr komplex und werden auf verschiedenen
Ebenen reguliert. Die Gruppe der eukaryotischen Initiationsfaktoren (elF) nimmt
hierbei eine Schllsselrolle ein. Namensgebend ist der erste Abschnitt der

Translation: die Initiation.

1.2.1 Initiationsphase der Translation

Im Anschluss an die Transkription wird die mRNA (messenger ribonucleic acid)
vom Nucleus in das Zytoplasma transportiert, wo die Translation stattfindet. Diese
besteht aus drei Phasen (Abbildung 5) (29, 30). Wahrend der Initiation (1. Phase)
wird das Startcodon ausgelesen, gebunden sowie die ribosomalen Untereinheiten
40S und 60S aneinandergefugt. In der anschliefenden Elongation (2. Phase)
fusionieren die einzelnen Aminosauren zu einer Polypeptidkette. Diese werden
hierfir von tRNAs (transfer ribonucleic acid) zum Ribosom (makromolekulare
Komplexe in Zellen fur die Proteinsynthese) transportiert. Im als Termination
bezeichneten Abschnitt (3. Phase) wird das Stopcodon erkannt und die Elongation
des Eiweilmolekils durch das Protein eRF1 (eukaryotic release factor 1)

gestoppt. Das fertige Proteinpolymer kann abgespalten und der Ausgangszustand
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wiederhergestellt werden. Daraufhin beginnt der Kreislauf erneut. Im
endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat folgt die postranslationale
Modifikation, die eine komplexe dreidimensionale Sekundar-, Tertiar- und
Quartarstruktur des Proteins hervorbringt.

Nucleus
= [—] % ——
y; DNA'S, - ey
. ‘ I’
U“ ‘ ) ’/
 MRNA 7 | 3

S E,Kf
-~~~ Termination

j “eRF1
\4 %
\
Initiation J

\
\

N,
N

[ | Amino acids polymer

Abbildung 5: Ablauf der Translation

Post-Terminations-Komplex: Recycling

Sobald die Translation abgeschlossen ist, steht das Ribosom fur einen weiteren
Zyklus zur Verfugung. Das Ribosom und die daran gebundenen Faktoren werden
als post-Terminations-Komplex (post-TC) bezeichnet (31). Der post-TC muss
aufgespalten sowie tRNA, mRNA und eRF1 entfernt werden, damit ein weiterer
Proteinsynthesezyklus beginnen kann (Abbildung 6). elF1, elF1A und elF3
separieren die beiden ribosomalen Untereinheiten 40S und 60S (40S-, 60S-
Subunit) (32). Dazu binden sie im Intersubunit Cleft an die 40S-Subunit.
AulBerdem verdrangt elF1 die tRNA und elF3 die mRNA (31). Im Intersubunit Cleft
befinden sich nebeneinander drei Bindungsstellen: E, P, A. elF1A lagert sich der
A-Stelle und elF1 der E-Stelle an. Die P-Stelle verbleibt leer, steht jedoch mit elF1
in Verbindung. elF6 verhindert, dass sich die gerade getrennten 40S- und 60S-

Subunits wiedervereinigen, indem elF6 an die 60S-Subunit bindet (33).
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Abbildung 6: Recycling des Post-Terminations-Komplexes

43S-Prainitiations-Komplex: Vorbereitung fir das Scanning

Es folgt die Bildung des 43S-Prainitiations-Komplexes durch Bindung des elF2-
GTP-Met-tRNAMet-Komplexes (Ternary Complex) (Abbildung 7) (31). Die mit
GTP beladene GTPase elF2 reagiert mit der Initiations-tRNA, welche mit der
ersten Aminosaure des entstehenden Proteins beladen ist: Methionin.
Bindungsstelle des Ternary Complex ist die freie P-Stelle im Intersubunit Cleft des
Ribosoms und liegt somit zwischen elF1A (A-Stelle) und elF1 (E-Stelle). elF5
bindet spezifisch an elF2 und dient im weiteren Verlauf zur dessen Regulation
(831). Ternary Complex, elF1, elF1A, elF3, elF5 und 40S-Subunit bilden

zusammen den 43S-Prainitiations-Komplex.

GTP
S'F/Z/li 43S preinitiation complex
ke -
g elF5
elF2 — GTP — Met- tRNAMet TP @ Met »
ele),;

i

1

Y

b\

40S

40S

Abbildung 7: Aufbau des 43S-Préinitiations-Komplexes
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48S-Initiations-Komplex: Kontakt mit der mRNA

Sobald der 43S-Prainitiations-Komplex fir die Aufnahme der mRNA bereit ist, wird
der elF4-Komplex gebunden. Dieser setzt sich zusammen aus elF4F (elF4E,
elF4A und elF4G), elF4B und elF4H; die mRNA ist diesem angelagert (31, 32).
elF4H und elF4B unterstiutzen elF4A und stehen mit diesem in Kontakt. mRNA,
elF4-Komplex und 43S-Prainitiations-Komplex werden als 48S-Initiations-Komplex
bezeichnet (32).

Gesteuert durch elF4G, elF4A und elF4H zieht die mRNA durch den Intersubunit
Cleft des 43S-Prainitiations-Komplexes, dabei wird das 5-Ende der mRNA von
elF4E fixiert (Abbildung 8). Nun passiert die mMRNA der Reihe nach elF1, die
Initiations-tRNA und elF1A.

elF4G Heat-2

48S initiation complex

elF4 complex + mRNA

1
\
\

\\~>

----------*

Abbildung 8: Aufbau des 48S-Initiations-Komplexes

mRNA-Startcodon: Scanning und Bindung

Das Scanning der mRNA nach dem Startcodon bzw. dessen Basentriplett AUG
(Adenin-Uracil-Guanin) ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Initiation
(30). Dieses erfolgt vom 5‘- zum 3‘-Ende der mRNA. Ziel ist eine stabile Codon-
Anticodon-Bindung mit dem Startcodon. elF1 kontrolliert, dass nur das korrekte
AUG Basentriplett gebunden wird bzw. Fehlbindungen aufgelost werden (31).
elF1A kommt hierbei eine unterstutzende Funktion zu.

Damit ein AUG-Basentriplett als Startcodon gebunden werden kann, muissen

gewisse Kriterien erflllt sein (Abbildung 9) (31):
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¢ Richtung 3-Ende der mRNA: nach AUG ein Guanin;

¢ Richtung 5-Ende der mRNA: drei Stellen vor AUG, entweder Adenin oder
Guanin;

e Mindestens acht Basen Abstand zum 5-Ende der mRNA vor AUG.

Erfullt ein AUG-Basentriplett diese Kriterien, wird elF2 von elF5 aktiviert. elF2 ist
eine GTPase und dephosphoryliert GTP zu GDP. So kann die Initiations-tRNA
eine stabile Codon-Anticodon-Bindung mit der mRNA eingehen. elF2 und dessen
GDP werden partiell abgespalten. Im weiteren Verlauf wird GDP von elF2B wieder
zu GTP phosphoryliert und reaktiviert dadurch elF2 (32).

s “cclavugle 3
= p
w32 -1 41 42 43 +4L /’
. elF5™>
GTP @ Met ™ Scanning of the mRNA g%

)y J—
for the start codon ol g {\\M—et')

’
1
1
\
\
b ¥

-------*

5 e aanaaa 3° < .
;S 5¢ N anansa 3

Codon-anticodon-binding =’

Abbildung 9: Scanning der mRNA

80S-Initiations-Komplex: Abschluss der Initiation

Um mit der Elongation fortfahren zu kdnnen, missen alle nicht mehr bendtigten
elF abgespalten und die 60S-Subunit gebunden werden (29). Dieser Prozess setzt
sich aus zwei Schritten zusammen (31).

Schritt 1 (Abbildung 10): Nach Bindung an das Startcodon werden alle nicht mehr
bendtigten elF abgespalten; die 60S-Subunit lagert sich 40S-Subunit, tRNA und
MRNA an. Hierfur bindet elF5B im Intersubunit Cleft und 16st mit Hilfe von elF1A
die Ubrigen elF von deren Bindungsstellen. Der 80S-Initiations-Komplex entsteht.
Schritt 2 (Abbildung 11): Sobald nur noch elF1A und elF5B im Intersubunit Cleft
verbleiben, wandelt elF5B GTP zu GDP um. Dadurch 16st sich elF5B selbst vom
80S-Komplex. Unterstitzt wird elF5B hierbei von elF1A, welches sich als letztes

abspaltet.
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Sobald 40S- und 60S-Subunits verbunden sind, werden Elongation und

Termination als zweite und dritte Phase der Translation ausgefihrt, bis sich erneut

der post-TC bildet (29).
GOP ﬁ
E|F23‘&e|¥ elF4 complex

80S ribosome

elF5 elF1 elF3

\
—--—.—-—* GTP! !’\{" }
SANG
4
!

i
7 AaAAAA 3
> Grri® ()

elF5B 60S

-

AaaAAA 3¢

Abbildung 10: Bildung des 80S-Ribosoms: Schritt 1

80S ribosome
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1
1
' 1
AMAAA 37 oy s e e 5 — panAsA 3
4
I”
ﬂ”,
Ribosomal subunit-joining -====- -

Abbildung 11: Bildung des 80S-Ribosoms: Schritt 2
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1.2.2 elF-Subtypen

elF1

Zu Beginn der Initiation 16st elF1 die vom vorhergegangenen Initiations-Zyklus
verbliebene mMRNA und tRNA und unterstutzt dadurch die Spaltung des 80S-
Ribosoms (31). Weiters reguliert elF1 die Startcodon-Anticodon-Bindung, indem
sich elF1 von der P-Stelle der 40S-Subunit entfernt. Dies wird als Open
Configuration bezeichnet. Werden die Kriterien fur das Startcodon nicht erfullt,
verbleibt elF1 in seiner Position (Closed Configuration). Im Falle einer instabilen
Codon-Anticodon-Bindung bzw. bei fehlerhaftem Scanning, kann elF1 diese
Bindungen l6sen. Somit Uberwacht elF1 den physiologischen Ablauf dieser
Bindung (32).

elF1A

Funktionell wirken elF1A und elF1 wahrend der Initiation zusammen. elF1A
besteht aus zwei Anteilen: NTT- und CTT-Teil (31). Beide stehen in enger
Beziehung zur P-Stelle der 40S-Subunit und regulieren wie elF1 die Suche nach
dem Startcodon und dessen korrekte Bindung. Der NTT-Teil begunstigt die Closed
Configuration; eine stabile Codon-Anticodon-Bindung wird verhindert. Der CTT-
Teil unterstutzt die Open Configuration (31); das Startcodon kann gebunden
werden. Wahrend des Scanning-Prozesses wirkt elF1 an den ersten zwei Basen
und elF1A an der dritten Base des Basentripletts (32).

elF3-Komplex

elF3 dient als Gerust fur weitere an der Initiation beteiligte Proteine. Er ist aus
zwolf Untereinheiten aufgebaut und ist dadurch der grofite elF (32). Zu Beginn der
Initiation reagiert elF3 mit der 40S-Subunit und blockiert die erneute Vereinigung
mit der 60S-Subunit (34). Weiters besteht Kontakt zu elF1, elF4B und elF5.
Ebenso verhindert der elF3-Komplex, dass die mRNA frihzeitig abgespalten wird
(31). Resultat ware der Abbruch des Scanning-Prozesses, was zu einer
Unterbrechung des Syntheseprozesses bzw. einem fehlerhaften Protein flhren
konnte (32).
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elF6

elF6 bindet an die 60S-Subunit und verhindert eine verfrihte Vereinigung mit der
40S-Subunit (32). Im Gegensatz zu den anderen elF geht die Funktion jedoch
uber die Initiation hinaus. elF6 regt im Nucleus die Biogenese-Prozesse zur
Bildung neuer 60S-Subunits an (33). Anders als die Ubrigen elF bindet elF6 nie an
die fur die Initiation zentrale 40S-Subunit (31). Eine gesteigerte elF6-Expression
konnte bei diversen malignen Erkrankungen nachgewiesen werden bzw. flhrt eine
Reduktion zu einer Abnahme maligner Transformationen in eukaryotischen Zellen
(32).

elF2-GTP-Met-tRNAMet-Komplex

elF2 gehort zu den GTPasen und dephosphoryliet GTP zu GDP, wodurch
Energie flr weitere Reaktionen zur Verfugung gestellt wird. Weiters fuhrt elF2 die
erste und mit Methionin beladene tRNA (Met- tRNAMet) an die 40S-Subunit heran
und bindet diese an die 40S-Subunit (31). elF2 besteht aus drei Untereinheiten:
elF2a, elF2B und elF2y. elF2y erflllt die eigentliche GTPase-Funktion (32). Das
GTPase-aktivierende-Protein elF5 bindet an elF23, wodurch elF2y aktiviert wird.
elF2a steht sowohl mit elF2B als auch elF2y in Kontakt. Liegt elF2a phosphoryliert
vor, wird die GTPase-Funktion von elF2 blockiert und der Protein-
Syntheseprozess gehemmt (Abbildung 12) (34). Ursachlich hierfur ist zellularer
Stress (32). Um diesen Zustand effektiver Uberwinden zu kdénnen, wird die
Proteinsynthese unterdrickt und die dafur bendtigten Substrate umverteilt. Im
Gegensatz dazu kann nicht phosphoryliertes elF2a zu einer gesteigerten
Syntheseleistung fuhren (32, 34).
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Abbildung 12: Hemmung der Proteinbiosynthese durch elF2a-Phosphorylierung

elF2B

elF2B phosphoryliert das an elF2 gebundene GDP zu GTP und reaktiviert somit
elF2 fur den nachsten Translationszyklus (32). Hierfur bindet elF2B an elF2a; liegt
elF2a phosphoryliert vor, wird elF2B gehemmt und GDP kann nicht zu GTP
umgewandelt werden (Abbildung 12) (32). Das Recycling von elF2 bleibt aus.

elF4-Komplex

Der elF4-Komplex besteht aus mehreren Untereinheiten, wobei elF4A, elF4E und
elF4G zu elF4F zusammenfasst werden. elF4G dient hierbei als Strukturprotein
und bildet das Gerlst flr die Ubrigen elF4-Untereinheiten sowie die mRNA.
AulRerdem fixiert elF4G den elF4-Komplex an der 40S-Subunit (31). elF4A gehort
zu den Helikasen (Enzyme, welche die Basenpaarungen von DNA/RNA auflosen)
und bereitet die mRNA flr das Scanning vor (31). Stimuliert wird dieses Enzym
durch elF4B und elF4H, welche sich direkt an elF4A anlagern. Ob elF4B und
elF4H fur die Initiation notwendig sind, ist nicht abschlieend geklart (32). elF4E
bindet das 5-Ende der mRNA an den elF4F-Komplex. In ca. 30% hinsichtlich des
Expressionsprofils von elF untersuchten malignen Erkrankungen lag eine
gesteigerte Expression von elF4E vor (32). Eine vermehrte elF4G-Aktivitat fuhrt
nachweislich zu unkontrollierter Translation, Proliferation sowie Hemmung der

Apoptose (31).
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elF5

Die Regulation von elF2 erfolgt durch elF5 (34). elF5 selbst gehdrt zu den
GTPase-aktivierenden-Proteinen (GAP; Enzyme, die GTPasen steuern) und
bindet an den elF2B-Anteil von elF2 (32). Zusatzlich Uberwacht elF5 das
Recycling von elF2-GDP zu elF2-GTP. Dieses indirekte Eingreifen in Scanning
und Bindung des Startcodons macht elF5 zu einem wichtigen regulatorischen
Protein. Zwei Isoformen (Proteinvarianten) fur elF5 sind bekannt: elF5A1 und
elF5A2 (32). elF5A1 konnte vermehrt in rasch proliferierenden Geweben

nachgewiesen werden (33).

elF5B

Am Ubergang von Initiation zu Elongation fiigt elF5B die ribosomalen
Untereinheiten im ,Subunit joinig process® zum 80S-Komplex zusammen. Hierfur
bindet elF5B im Intersubunit Cleft. elF1A unterstutzt elF5B und verlasst
zusammen mit elF5B erst kurz vor oder wahrend der Vereinigung die 40S-Subunit
(32). elF5B zahlt wie elF2 zum Enzymtyp der GTPasen; die Umwandlung von
GTP zu GDP dient hierbei der eigenen Abspaltung von der 40S-Subunit (33).

1.2.3 Eingriff in die Proteinsynthese: mTOR-Pathway

Eukaryotische Zellen regulieren tber diverse Mechanismen Energiehaushalt und
Wachstum bzw. passen sich an das jeweilige Nahrstoffangebot an. Der mTOR-
Pathway greift in diese zellularen Vorgange und Signalwege zur Steuerung von
Proliferation und Zellwachstum ein (32). Das Akronym mTOR steht fur
»,mechanistic Target of Rapamycin® (35). Rapamycin gehort zur Gruppe der
mTOR-Inhibitoren und wird als anti-proliferatives Medikament im Rahmen von
onkologischen, aber auch immunsuppressiven Therapien eingesetzt.

mTOR ist ein Enzym, welches Serin- oder Threoninreste von Proteinen
phosphoryliert und diese dadurch aktiviert. Ebenso bildet mTOR die Komplexe
MTORC1 und mTORC2 (mTOR Containing Complex) (32). Eine hohe
Konzentration von Aminosauren, Sauerstoff und Wachstumsfaktoren fuhrt dazu,
dass mTORC1 den Metabolismus der Zelle auf ein anaboles Niveau hebt (36).
Weiters werden Protein- und Lipidsynthese gesteigert, der Zellzyklus beschleunigt
sowie Autophagie und Apoptose gehemmt. Diese proliferative und
wachstumsfordernde Wirkung des mTOR-Pathways wird jedoch auch mit der
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Entstehung von Krebs, Diabetes mellitus Typ 2 und Ubergewicht in Verbindung
gebracht (35). Die Regulation der elF durch mTORC1 erfolgt indirekt, indem
hemmende Faktoren ausgeschalten werden (36). elF4E wird durch 4E-BP1 (4E-
binding protein 1) gebunden und kann nicht mit dem 5-Ende der mRNA reagieren.
mTORC1 phosphoryliert 4E-BP1, woraufhin dieses elF4E fir die Initiation freigibt

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Regulation von elF4E durch mTORC1

mRNA

Krebszellen profitieren von einer gesteigerten Proteinsynthese. So konnen die fur
ihren Bedarf bendétigten Proteine rasch und in ausreichender Menge zur
Verfligung gestellt werden. Eine vermehrte Phosphorylierung von 4E-BP1 flhrt zu
einem gesteigerten Angebot an elF4E. Eine Zunahme der Proteinsyntheseleistung
ist die Folge. Die Rolle der 4E-BP1-elF4E-Achse bei der Entstehung maligner
Erkrankungen macht diese zu einem moglichen Ansatzpunkt fur antiproliferative
Therapien (37). Rapamycin selbst hemmt die Phosphorylierung von 4E-BP1 nur
partiell, bei anderen mTOR-Inhibitoren — auch ,Rapalogs® genannt — ist noch
wenig uber den genauen Wirkmechanismus bekannt (35). Substanzen, welche zu
einer deutlichen Reduktion des Zell- und Tumorwachstums fuihren, konnten bereits
in vivo und in vitro erprobt werden (35, 37, 38). Eine weitere Funktion von
mMTORC1 stellt die Regulation von S6K1 (S6 kinase 1) durch Phosphorylierung
dar. Durch die Aktivierung dieses Enzyms kommt es zu einer vermehrten Initiation
und Elongation sowie einer Synthesesteigerung der mRNA sowie in weiter Folge

einer Zunahme der Proteinsynthese (39). S6K1 stimuliert aulRerdem elF4B und
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dieses wiederrum die Helikase elF4A (Abbildung 14) (34, 35). Die
Phosphorylierung von S6K1 bewirkt eine verstarkte Interaktion zwischen elF3 und
PAIP1 (Polyadenylate-binding protein-interacting protein 1), einem Ko-Aktivator
der Initiation (Abbildung 14) (40). PAIP1 steht ebenso mit elF4A in Beziehung. Es
wird vermutet, dass elF3-PAIP1 die elF4F-mRNA-Bindung sowie jene zwischen
elF4G und PABP (Poly(A) binding protein) stabilisiert (41). PABP befindet sich am
Poly-A-Schwanz der mRNA. Eine hohere Stabilitdt der Bindungen zwischen den
beteiligten Proteinen und in weiterer Folge eine effizientere Translations-Initiation

sind die Folge.
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Abbildung 14: Von mTORC1 ausgehende Signalwege mit Beeinflussung der elF

1.2.4 elF2a-Phosphorylierung als Stressreaktion

Vier Kinasen (Phosphatreste Ubertragende Enzyme) sind in der Lage elF2a zu
phosphorylieren: PERK (PKR-like ER kinase), PKR (protein kinase double-
stranded RNA-dependent), GCN2 (general control non-derepressible-2) und HRI
(heme-regulated inhibitor) (42). Jedes dieser vier Enzyme wird bei einer
spezifischen Art von zellularem Stress aktiviert (43). Auslésend hierfur kdnnen
beispielsweise Hypoxie, freie Radikale, Hitzeschock, schadigende Strahlung,
Entzindung, fehlerhafte Proteine oder ein Mangel an fur die Zelle
uberlebenswichtigen Substraten sein (34). Die molekularen Prozesse in
Krebszellen sind eng mit zellularem Stress verbunden (35). Durch die elF2a-
Phosphorylierung wird die GTPase elF2B gehemmt (Abbildung 12). Als Resultat

fallt das Recycling von elF2 aus und weniger Ternary-Komplexe stehen zur
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Verfigung (42). AulRerdem erhoht sich die Konzentration an 4E-BP1 und mehr
elF4E wird gebunden (34). Eine Reduktion der Proteinsynthese ist die Folge. Da
Krebszellen auf eine gesteigerte Synthese diverser Proteine angewiesen sind,
beeintrachtigt eine gesteigerte elF2a-Phosphorylierung deren Wachstum (44).
Eine Reduktion hingegen foérdert nachweislich eine maligne Transformation (45,
46).

Bei zellularem Stress ist es moglich, dass von der klassischen bzw. kanonischen
oder 5°-Cap-Dependent Translations-Initiation abgewichen wird (34, 43). Die Zelle
kann als Stressreaktion auf eine nicht-kanonische Translations-Initiation
zuruckgreifen. Dadurch wird auf eine Bindung des 5‘-Endes der mRNA (5‘-cap-
independent) bzw. auf einige elF, wie elF4E und elF4G, verzichtet. Eine wichtige
Rolle spielen hierbei uORF (upstream open reading frames) und IRES (internal
ribosome entry sites) (47). ORFs sind jener Abschnitt des Transkripts, welcher
nach dem SpleiBen den Leserahmen fir die Proteinsynthese bildet (48).
,2Upstream“ — also in Richtung des 5-Endes — hierzu liegen uORF. Diese kdnnen
knapp an die ORF anschlie3en oder sich mit ihnen Uberlappen (49). Wahrend
Phasen zellularen Stresses fiuhren durch uORF kodierte Sequenzen zu einer
Expressionssteigerung von pro-apoptotischen sowie den Zellzyklus regulierenden
Proteinen (34). IRES stellen spezifische RNA-Abschnitte dar, welche dazu dienen,
mit ribosomalen Untereinheiten in Kontakt zu treten. Anfangs nur bei viraler RNA
beschrieben, ist mittlerweile bekannt, dass diese ebenso bei der Stress-Antwort
eukaryotischer Zellen eine Rolle spielen (50). Manche IRES und uORF werden bei
Vorliegen von phosphoryliertem elF2a aktiviert und sind in der Lage diese
autoregulatorischen Mechanismen der elF zu umgehen (47, 50). Eine Initiation
ohne elF4E und elF4G wird moglich. So kdnnen Proteine synthetisiert werden,
welche helfen, die Belastungssituation der Zelle zu Uberwinden oder bei

irreparablen Schaden die Apoptose einzuleiten.

1.2.5 elF-Expression bei Malignomen

Eine gestorte Regulation der Proteinsynthese spielt eine wichtige Rolle in der
Entstehung maligner Erkrankungen. Bisher konnte fir eine Vielzahl an
Malignomen auffallige elF-Expressionsprofile nachgewiesen werden (Tabelle 5)
(32, 43, 51).
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Die Expression der elF variiert unter den verschiedenen Malignomen (32).
Unterschiede im elF-Expressionsmuster kdnnen jedoch auch innerhalb einer
Entitat auftreten; so weist beispielsweise ein hepatozellulares Karzinom viraler
Genese andere elF-Expressionsprofile auf als ein nicht viral bedingtes (52).
Ebenso kann die elF-Expression vom Grad der Differenzierung einer Entitat
abhangig sein. So ist die Expression von elF2a bei atypischen Meningeomen
signifikant hoher als bei benignen; ebenso besteht ein Unterschied zwischen hoch
und niedrig differenzierten kolorektalen Karzinomen (53, 54). Der Grad der elF2a-
Phosphorylierung wurde mit der Differenzierung von Osteosarkomzellen in
Verbindung gebracht (45). Bisher wurden vor allem gesteigerte elF-Expressionen
fur diverse Malignome beschrieben (32, 55). Ein Beispiel fur reduzierte
Expressionen stellt das Adenokarzinom das Pankreas dar, welches geringere
Expression im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe aufweist (56).

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Gesamtiberleben und elF-Expression
im Tumorgewebe wurde bei diversen Entitaten beschrieben werden. So geht eine
hohe Expression an elF4G beim Endometriumkarzinom und eine an elF6 beim
Gallenblasenkarzinom mit einer schlechteren Prognose einher (57, 58). Dies gilt
ebenso flur das diffuse grof3zellige B-Zell Lymphom, das eine erhdhte Expression
von elF2B aufweist (59). Im Gegensatz dazu ist eine Uberexpression von elF3a
beim Harnblasenkarzinom sowie beim oralen Plattenepithelkarzinom mit einer

gunstigeren Prognose assoziiert (60, 61).
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Expressions-

elF-Subtypen Malignome

muster
elF1 ) Non-Hodgkin-Lymphom, hepatozelluldres Karzinom
elF1A ) Melanom, Schilddriisenkarzinom
IF2 Melanom, Meningiom, Osteosarkom, Bronchus-,
elr<a T Schilddrisenkarzinom, Non-Hodgkin-Lymphom
elF3-Komplex:
Osteosarkom, Bronchus-, Cervix-, Magen-, Osophagus-,
elF3a i .
Mamma-, kolorektales Karzinom
Bronchus-, Mamma-, Harnblasen-, Prostata-, Osophagus-
elF3b 1 Karzi
arzinom
elF3c 1 Seminom, Meningiom, kolorektales Karzinom
elF3d ) Magen-, Gallenblasenkarzinom
elF3e ! Bronchus-, Mamma-, Prostata-, kolorektales Karzinom
IE3f Melanom, Osteosarkom, Mamma-, Pankreas-, Ovarial-,
€ ! Vulva-, kolorektales Karzinom
elF3g ) Osteosarkom
Bronchus-, Prostata-, Mamma-, hepatozellulares-,
elF3h 1 .
kolorektales Karzinom
) Melanom, Neuroblastom, Mamma-, hepatozellulares
elF3i 1 Karzi
arzinom
elF3m ) Kolorektales Karzinom
elF4-Komplex:
elF4A 1 Hepatozelluldres Karzinom, Melanom
elF4B 1 Granulosazelltumor des Ovar, Leukdmie, B-Zell-Lymphom

Mamma-, Magen-, Bronchus-, Harnblasen-, Prostata-,
elF4E 1 Cervix-, Ovarial-, Osophagus-, kolorektales Karzinom, Non-
Hodgkin-Lymphom

elF4G 1 Bronchus-, Nasopharynx-, Mamma-, Cervixkarzinom
elF4H ) Osophagus-, kolorektales Karzinom
elF5 1 Ovarialkarzinom
elF5B 1 Hepatozellulares Karzinom
IF6 Akute myeloische Leukamie, Mesotheliom, Ovarial-,
e T kolorektales Karzinom

Tabelle 5: Auswahl maligner Erkrankungen mit auffélliger elF-Expression. Modifiziert nach Ali MU,
etal. 2017 (32), Spilka R, et al. 2013 (43) und Gomes-Duarte A, et al. 2018 (51)
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Krebszellen zeichnen sich durch deregulierte zellulare Prozesse aus, diese
betreffen auch die Translations-Initiation. Mit der Deaktivierung einzelner elF bzw.
dem Knockout von elF-regulierenden Genen im Mausmodell konnte eine
reduzierte Tumorproliferation erreicht werden (32, 62). Proteinkinaseinhibitoren
wie die mTOR-Inhibitoren greifen in diese Signalwege ein und fuhren zu einer
Apoptose der Tumorzellen (37). Speziell der elF4-Komplex als ein
geschwindigkeitsbestimmender Faktor der Initiation stellt einen potenziellen
therapeutischen Ansatz dar (55, 63, 64).
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2 Wissenschaftlicher Hintergrund und
Studienhypothesen

Bei einer Vielzahl maligner Erkrankungen finden sich auffallige elF-
Expressionsprofile mit prognostischer Relevanz. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
ist die Untersuchung der elF-Expressionsprofile im Knochenmark von Kindern und
Jugendlichen mit ALL und die Korrelation der Ergebnisse mit klinischen
Parametern.

Es wurden folgende Studienhypothesen generiert:

e Es liegt bei ALL, ahnlich wie bei anderen malignen Erkrankungen, eine
Uberexpression einzelner elF vor.

e Bei verschiedenen Phanotypen, wie T-ALL und BCP-ALL, sind die elF
unterschiedlich stark exprimiert.

e Die Uberexpression von elF besitzt eine sowohl das erkrankungsfreie
Uberleben als auch das Gesamtiiberleben betreffende prognostische
Bedeutung.

3 Patientinnen- und Patientenkollektiv und Methodik

3.1 Patientinnen- und Patientenkollektiv, Ein- und

Ausschlusskriterien

In die Studie wurden zytologisch bestatigte Falle von ALL im Kindes- und
Jugendalter eingeschlossen, welche an der Universitatsklinik fur Kinder- und

Jugendheilkunde Graz in Behandlung waren.

Einschlusskriterien:
e Alter: 0-18 Jahre bei ALL-Erstdiagnose (ED)
e Geschlecht: mannlich und weiblich
e Diagnose und Therapie an der Universitatsklinik fur Kinder- und
Jugendheilkunde Graz im Zeitraum vom 1. Janner 1990 bis zum 31.
Dezember 2019
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e Kryokonservierte Knochenmarkstanzen verfugbar (gelagert im Labor fur
Hamato- und Osteopathologie des Diagnostik- und Forschungsinstituts fur

Pathologie der Medizinischen Universitat Graz)

Ausschlusskriterien:
e Alter Uber 18 Jahre bei ALL-Erstdiagnose
e ALL-Erstdiagnose auRerhalb der Universitatsklinik fur Kinder- und
Jugendheilkunde Graz
e ALL-Phanotyp einer reifen/mature B-ALL
e Erhaltungstherapie am 31. Dezember 2019 nicht abgeschlossen
e Kein kryokonserviertes Knochenmark verfugbar
e Unvollstandigkeit bei der retrospektiven Datenerhebung (keine Information

zu Therapieansprechen, initialen Laborwerten oder Genetik vorliegend)

91 Patientinnen und Patienten erfullten die Inklusionskriterien. AuRerdem wurde
das Knochenmark von zehn Patientinnen und Patienten analysiert, welches
zwischen Abschluss der Induktionstherapie und Beginn des Protokoll M gewonnen
worden war (Abbildung 15).

Die Kontrollgruppe setzte sich aus dem Peripherblut funf gesunder, freiwilliger

Probandinnen und Probanden zusammen.

ALL-Erstdiagnose

e AIEOP-BFM ALL 2009
lIAgIIBH'M | F‘m .

Beginn Prot. M
(n=10)

pB-ALL*/
non-HR

@—»ﬂ THEH 5 o e ] o

Cie
I Ll + |
1 10 12 20 22 53 104 Wo.

Prot. |A mit Prednison und 4 DNR Prot. IAg mi und4  # oder unklar
Gaben (Tog®, 15, 220nd 20) DNR Gbon (T 98,15, 22und 29)  * pCRT 12 Gy wenn Alte aus
epCRT be 6x MTX

Prot. 1A mit Predni 20NR " U rene
ey (Tm 4 ‘5 und [Base] 'B-ASPe:ProL B mit i.th. in Erh.-Therapie

a9 (5= sx2500EPEGLASP 1GRT mit 12 bzw. 18 G
Prot, IACPM mit 1 Gabe CPM

= foLasn §siehe lusskeiterien fir Randomisierung
o0 ) icht Gber 20 Wochen $Pater  Tag 8 als HR-Patienten identiiziert

ten (siche Protokoll)

AIEOP-BFM ALL 2009, Version 1.4, 11.03.2015

+ Peripherblut gesunder Probandinnen (n=5)
(CD3+ T-Lymphozyten & CD19+ B-Lymphozyten)

Abbildung 15: Entnahmezeitpunkte der Gewebsproben. Therapielibersicht AIEOP-BFM ALL 2009.
Schrappe M, et al. 2015 (65)
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3.2 Methodik

Fir die Bestimmung der elF-Expression auf mRNA-Ebene wurden
kryokonservierte Knochenmarkstanzen verwendet (Abbildung 16). Die
Gewebeproben sowie die in weiterer Folge erhobenen Daten zu den Patientinnen
und Patienten wurden pseudonymisiert.

Die Analyse des elF-Expressionsprofils auf mRNA-Ebene in den
Knochenmarkstanzen erfolgte fur die Gene EIF1, EIF1A, EIF2A, EIF2B3, EIF2B4,
EIF2B5, EIF2S1, EIF3D, EIF3J, EIF3L, EIF4E, EIF4E-BP1, EIF4G2, EIF4G3 und
EIF5.

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen elF-Expressionsprofilen und

klinischen Parametern zu untersuchen, erfolgte eine retrospektive Datenerhebung.

Kryokonservierte
Knochenmarkstanzen

v

Ubersichtsschnitte & HE Farbung
fur Beurteilung durch Pathologie

RNA Isolation

v

cDNA Synthese

v

Quantitative real-time PCR

Abbildung 16: Ubersicht zum angewandten analytischen Vorgehen

3.2.1 Vorbereitung und RNA-Isolation

Zur ldentifikation von Arealen mit hoher Dichte an atypischen (malignen)
Lymphoblasten  innerhalb  der  Gewebeproben  wurde von jedem
Knochenmarkzylinder ein 2-3 ym dicker Schnitt angefertigt und mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt. Danach erfolgte die Beurteilung der Schnitte sowie die
Markierung geeigneter Areale am Diagnostik- und Forschungsinstitut fur
Pathologie Graz durch eine Facharztin fur Pathologie.
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Im Anschluss wurden mindestens zehn weitere Schnitte der im Ubersichtsschnitt
markierten Areale fur die Analysen angefertigt. Das Peripherblut der
Normalkontrollen wurde einer Dichtegradientenzentrifugation unterzogen und
anschlieBend CD3+ T-Lymphozyten sowie CD19+ B-Lymphozyten selektioniert.
Fir die RNA-Isolation aus kryokonserviertem Material und Peripherblut wurde der
miRNeasy Mini Kit (50) 217004 der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach
Herstelleranweisungen verwendet. Die Lyse der DNA erfolgte mittels DNase |,
RNase-free #EN0521 der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA). Mit dem Spektrophotometer der Firma DeNovix

(Wilmington, Danemark) wurde die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

3.2.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
K1622 100 reactions (Thermo Fisher Scientific) entsprechend den Anweisungen

des Herstellers.

3.2.3 Quantitative real-time PCR

Die quantitative Bestimmung der elF-Expressionen wurde mittels quantitativer
real-time PCR (qRT-PCR) durchgefuhrt. Das Prinzip beruht auf der Messung von
Fluoreszenzsignalen wahrend den PCR-Zyklen. Ein dem Reagenz beigeflgter
Farbstoff bindet an die Ziel-DNA. Mit Zunahme der DNA-Konzentration in jedem
PCR-Zyklus erhoht sich die Intensitat des gemessenen Farbsignals. Dies wird in
einer Kurve dargestellt. Heftet sich der Farbstoff an Bindungen zweier Primer
(Primer-Dimere), kann dies die Messung verfalschen. Durch eine gezielte
Erhdhung der Temperatur werden die Bindungen im Reagenz rickgangig
gemacht, wodurch der Farbstoff erneut freigesetzt wird. Die Messung dieser
Abnahme der Fluoreszenz wird als Schmelzkurvenanalyse bezeichnet. DNA und
Primer-Dimere weisen hierbei unterschiedliche Schmelzpunkte auf, was eine
Unterscheidung ermdoglicht. Der CT (Cyclethreshold)-Wert gibt an, ab welchem
PCR-Zyklus eine ausreichend DNA-Replikation stattgefunden hat und das

Messsignal den Hintergrundwert Ubersteigt.

Die PCR erfolgte mittels C1000 Touch Thermal Cycler CFX 384 Real-Time
System der Firma Bio-Rad Laboratories (Hercules, Kalifornien, USA). Fur die qRT-

30



PCR wurde ein Luna Universal gqPCR Master Mix M3003E 2.500 reactions der
Firma New England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, USA) verwendet: 2.000 pyL
Luna Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs), je 8 yL 100 uM Forward
sowie Reverse Primer (Tabelle 6) und 400 pL Aqua destillata (fur 400
Reaktionen). Fur den Einzelansatz wurden 6 uyL PCR-Mastermix und 4 uL cDNA
verwendet. Der erste Zyklus erfolgte mit 95°C fir 60 Sekunden, gefolgt von 45
Zyklen mit jeweils 95°C fur 15 Sekunden und 60°C fur 30 Sekunden.

Bezeichnung | Sequenz (Orientierung 5‘ 2> 3¢) Bezeichnung | Sequenz (Orientierung 5¢ 2> 3¢)
GAPDH-f AAGGTCGGAGTCAACGGATTT EIF2S1-f TGGTGAATGTCAGATCCATTGC
GAPDH-r ACCAGAGTTAAAAGCAGCCCTG EIF2S1-r TAGAACGGATACGCCTTCTGG
PPIA-f GGCAAATGCTGGACCCAACACA EIF3D-f CAGCGGAATCGAATGAGATTTGC
PPIA-r TGCTGGTCTTGCCATTCCTGGA EIF3D-r GTTTGGCACTCTTAGGCAGGA
ACTB-f CTGGAACGGTGAAGGTGACA EIF3J-f TGCCCACAATCCCTTGAACA
ACTB-r AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA EIF3J-r GGCAGCAAGATCCAAGTTCC
HPRT-1-f CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG | EIF3L-f GGAGGAGATTGACTTTCTTCGTT
HPRT-1-r CTTGAGCACACAGAGGGCTACA EIF3L-r TTGGATTTGTCTACCAGGGAATG
EIF1-f GAAACGGCAGGAAGACCCTTA EIF4E-f TGCGGCTGATCTCCAAGTTTG
EIF1-r CGGATGCTCAATTACAGTACCAT EIF4E-r CCCACATAGGCTCAATACCATC
EIF1A-f AACAGACGCAGGGGTAAGAAT EIF4E-BP1-f | CACCCCGGGAGGTACCAGGATC
EIF1A-r CCTGAGCATACTCCTGACCAT EIF4E-BP1-r | CGCCCGCCCGCTTATCTTCT
EIF2A-f GACCCCAACCATACAAGGTGG EIF4G2-f AGGGCAAAACGCTCAGAAATG
EIF2A-r TTCTCCATAGTAGGAAGCTCCTG EIF4G2-r TCCTGAAGATTGCATCATGTCG
EIF2B3-f GTGGAGGATCTCGGATGACAG EIF4G3-f CCTAGAGCTACCATCCCGAAC
EIF2B3-r GCTCAAGCAGGTTCAATGGGT EIF4G3-r GGGCCACTATGACGGTACTG
EIF2B4-f CAGAGAACTGCCAGAATCGGG EIF5-f AGCGTGTCAGACCAGTTCTAT
EIF2B4-r GTTCGGCCTTACTCCGACC EIF5-r CTGTCTTGATTCCATTGCCTTTG
EIF2B5-f TTCTGGTGGCCGATAGCTTC

EIF2B5-r AGCTTTCCAGCAACAAAAGACA

Tabelle 6: Primer fiir die QRT-PCR

3.2.4 Korrelation mit klinischen Parametern

Um die elF-Expressionsprofile mit klinischen Daten korrelieren zu kdnnen, wurden
folgende Daten der Patientinnen und Patienten der Studienkohorte retrospektiv
erhoben:
e Geschlecht und Alter bei ALL-Erstdiagnose
e Hauptdiagnose: BCP-ALL, B-ALL, T-ALL, pro-B-ALL, pra-B-ALL, C-ALL,
reife/mature B-ALL
o FAB-Klassifikation aus dem Knochenmarkausstrich

¢ Infiltration des ZNS (inklusive Befall der Retina) bei ALL-Erstdiagnose
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e Leukozyten-, Thrombozytenzahl (G/L), Hamoglobinkonzentration (Hb; in
g/dL), LDH (in U/L) bei ALL-Erstdiagnose

e Genotyp: Chromosomale Aberrationen und Translokationen,
Veranderungen der Chromosomenzahl, Genfusionen (u.a. E2A-PBX1 und
MLL-AF4)

e Zum Therapiezeitpunkt gultige Therapieoptimierungsstudie: ALL-BFM 1990,
ALL-BFM 1995, ALL-BFM 2000, AIEOP-ALL BFM 2009

¢ Risikogruppe: HR, IR/MR, SR

e Therapieansprechen: MRD mit Hilfe von FCM (in %) und/oder PCR (in
Blasten/uL)

e Events: Rezidiv, Tod in Remission, Sekundarmalignom

e Remissionsstatus: Bis zum letzten dokumentierten Kontrolltermin in der
Ambulanz der Klinischen Abteilung fur Padiatrische Hamato-Onkologie

Graz oder im niedergelassenen Bereich

Untersucht wurden auf explorative Weise: Geschlecht (mannlich vs. weiblich),
Alter (< 6 Jahre vs. = 6 Jahre; < 6 Jahre vs. = 10 Jahre), FAB-Klassifikation (L1 vs.
L2), Leukozyten (< 20 G/L vs. = 20 G/L; < 20 G/L vs. 2 50 G/L), Thrombozyten (<
50 G/L vs. 2 50 G/L; < 50 G/L vs. 2 100 G/L), Hamoglobinkonzentration (< 7 g/dL
vs. 27 g/dL; <7 g/dL vs. =12 g/dL), LDH (< 200 G/L vs. = 200 G/L; < 200 G/L vs.
= 1.000 G/L), Genotyp (Hyperdiploidie vs. keine Hyperdiploidie; t(12;21)/ETV6-
RUNX1 vs. kein 1(12;21)/ETV6-RUNX1), periphere Blastenzahl am Tag 8 (0/uL vs.
= 100/pL; < 1.000/pL vs. = 1.000/pL), FCM-MRD an Tag 33 (0 % vs. > 0 %) und
Events (Event vs. kein Event).

Die Erhebung erfolgte im medizinisch-pflegerischen Dokumentations- und
Kommunikationsnetzwerk (openMEDOCS) der Steiermarkischen Kranken-
anstaltengesellschaft m.b.H. oder anhand ausgedruckter Befunde in

Ambulanzkarten und Krankenakten.

3.3 Ethik und Sicherheit

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
genehmigt (EK 31-295 ex 18/19).
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3.4 Statistische Analysen

Die Datenauswertung erfolgt mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics
Version 26.0 der Firma IBM (Armonk, New York, USA). Zum Nachweis einer
moglichen Normalverteilung kam der Shapiro-Wilk-Test zur Anwendung. Der t-
Test und der Mann-Whitney-U-Test dienten zum Vergleich zweier Gruppen
hinsichtlich quantitativer Merkmale. Bei einem p-Wert <0,05 wurde die
Nullhypothese verworfen. Stetige Werte wurden mittels Mittelwert, Median,
Standardabweichung, Minimum und Maximum zusammengefasst. Normal-
kontrollen und ALL-Gewebeproben wurden auf explorative Weise hinsichtlich der
elF-Expression auf mRNA-Ebene verglichen. Die grafische Darstellung erfolgte
mit dem Programm GraphPad Prism 9.3.1 der Firma GraphPad Software (San
Diego, Kalifornien, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienkohorte

Im Beobachtungszeitraum befanden sich 259 Patientinnen und Patienten mit ALL
an der Klinischen Abteilung fur Padiatrische Hamato-Onkologie der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendheilkunde Graz in Behandlung
(Abbildung 17). Unter Beriucksichtigung der obengenannten Ein- und
Ausschlusskriterien wurden 91 Patientinnen und Patienten in die Studie

aufgenommen (Tabelle 7, Tabelle 8).

259 Zytologisch bestatigte ALL (Universitatsklinik fiir Kinder- und Jugendheilkunde Graz; 1.1.1990-31.12.2019)

13  Externe Diagnosestellung der ALL

130 Keine kryokonservierten Knochenmarkstanzen lagernd

—1 G mature-B-ALL
3 Erhaltungstherapie am 31.12.2019 nicht abgeschlossen

16 Unvollsténdige Datensatze in der retrospektiven Erhebung

v

91 Patientinnen und Patienten

Abbildung 17: CONSORT-Diagramm der eingeschlossenen Patientinnen und Patienten

Das mediane Follow-Up betrug 133 Monate (Spannweite 29-265 Monate). Das
ereignisfreie Uberleben lag nach zwei Jahren bei 97,8%, nach funf Jahren bei
93,2% und nach zehn Jahren bei 91,9% (Abbildung 18).

Event-free survival

-
o
o

Probability of Survival
3

o

T T T 1
5 10 15 20 25

years

Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve fiir das ereignisfreie Uberleben der Studienkohorte
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Merkmal Absolute Haufigkeit Prozent

Geschlecht
Mannlich 56 61,5
Weiblich 35 38,5
Alter bei Erstdiagnose
0. bis vollendetes 5. Lebensjahr 49 53,8
6. bis vollendetes 10. Lebensjahr 25 27,5
11. bis vollendetes 18. Lebensjahr 17 18,7
Immunphéanotyp
pro-B-ALL 10 11,0
C-ALL 48 52,7
pra-B-ALL 23 25,3
T-ALL 8 8,8
Hybrid-ALL 1 1,1
Infant-ALL 1 1,1
FAB-Klassifikation
L1 67 73,6
L2 23 25,3
Fehlende Information 1 1,1
ZNS-Befall
ZNS negativ 86 94,5
ZNS positiv 5 5,5
Leukozyten (G/L)
<4 17 18,7
4-199 41 45,0
20-49,9 17 18,7
=50 16 17,6
Hb (g/dL)
<7 36 39,6
7-12,9 47 51,6
212 8 8,8
Thrombozyten (G/L)
<50 43 47,2
50 -99,9 25 27,5
100 - 199,9 18 19,8
=200 5 55
LDH (U/L)
<200 5 55
200 - 999 65 71,4
=1.000 21 23,1
Genotyp
t(12;21)/ETV6-RUNX1 14 15,4
t(1;19)/E2A-PBX1 5 55
Hyperdiploidie 25 27,5
Hypodiploidie 2 2,2
Andere auffallige Aberrationen 23 25,3
Unauffallig 15 16,4
Fehlende Information 2 2,2

Tabelle 7: Charakteristika der Studienkohorte



Merkmal Absolute Haufigkeit Prozent

Therapieprotokolle

ALL-BFM 1990 14 15,4
ALL-BFM 1995 14 15,4
ALL-BFM 1999 6 6,6
ALL-BFM 2000 46 50,5
AIEOP-BFM ALL 2009 11 12,1
Periphere Blasten an Tag 8 (/uL)
0 13 14,3
>0-99 26 28,6
100 - 999 19 20,9
= 1.000 3 3,2
Fehlende Information 30 33,0
FCM-MRD an Tag 33 (%)
0 59 64,8
>0 4 4.4
Fehlende Information 28 30,8
Events
Rezidiv 4 4.4
Tod 1 1,1
Sekundarmalignom 2 2,2
Kein Event 84 92,3

Tabelle 8: Behandlung und Therapieansprechen der Studienkohorte

4.2 Auswertung der elF-Expressionsprofile

Expressionsprofile bei Blasten der BCP-/T-Zellreihe im Vergleich
zu Normalkontrollen

Die elF-Expressionsprofile von Studienkohorte und Normalkontrolle wurden auf
das Vorliegen auffalliger Expressionen untersucht, wobei Blasten der B-Zellreihe
(BCP-ALL, pro-B-ALL, C-ALL, pra-B-ALL) mit CD19+ B-Lymphozyten und Blasten
der T-Zellreihe (T-ALL) mit CD3+ T-Lymphozyten aus der Normalkontrolle
verglichen wurden. Es zeigte sich eine signifikante Downregulation der mRNA-
Level von sechs der 15 untersuchten elF (elF1, elF2A, elF3d, elF3l, elF4G2,
elF4G3).

Bei BCP-ALL fand sich im Vergleich zur Normalkontrolle eine reduzierte
Expression von elF2A (p<0,0001), elF3l (p<0,0001) und elF4G2 (p=0,0097)
(Abbildung 19). Ebenso wiesen die BCP-ALL Subtypen (pro-B-ALL, C-ALL, pra-
B-ALL) eine signifikante Reduktion der mRNA-Level fur elF2A, elF3l und elF4G2
auf (Abbildungen 20 und 21). Bei T-ALL zeigte sich gegenuber der
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Normalkontrolle eine Downregulation von elF2A (p=0,0319), elF3d (p=0,0202) und
elF3I (p=0,0004). Fur elF1 und elF4G3 lag ebenfalls eine signifikant reduzierte

Expression vor, jedoch nur bei einzelnen ALL-Immunphanotypen.
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elF-Expressionsprofile verschiedener ALL-Immunphanotypen
Weiters wurden die elF-Expressionsprofile verschiedener ALL-Immunphanotypen
untersucht. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Level bei
zwolf der 15 untersuchten elF (elF1A, elF2B3, elF2B4, elF2B5, elF2a, elF3d,
elF3l, elF4E, elF4E-BP1, elF4G2, elF4G3 und elF5) (Abbildung 22).

Signifikante Abweichungen der Expressionsprofile lagen bei elF1, elF2A und elF3;j
(Abbildung 23) vor. Besonders auffallig war eine elF1-Downregulation bei pro-B-
ALL verglichen mit C-ALL (p=0,0007) und pra-B-ALL (p=0,0049).
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Abbildung 22: Unaufféllige mRNA-Expressionsprofile verschiedener ALL-Immunphénotypen
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Abbildung 23: EIF1-, EIF2A- und EIF3J-Genexpression: Vergleich der ALL-Immunphénotypen

Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern

Die elF-Expressionsprofile wurden in weiterer Folge mit klinisch-pathologischen
Parametern aus der retrospektiven Datenerhebung verglichen. Hyperdiploide ALL
zeigte im Vergleich zu Fallen mit normalem Karyotyp eine Downregulation von
elF3d (p=0,0104) (Abbildung 24). Bei einer peripheren Blastenzahl am Tag 8
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(O/uL vs. = 100/uL) fand sich bei = 100/pL eine Upregulation von elF1 (p=0,0378)
(Abbildung 25). Bei einer initialen Leukozytenzahl von = 20 G/L war die
Expression von elF3l erhoht, (p=0,0059) und elF2a reduziert (p=0.0177)
(Abbildung 26). Bei niedrigen Thrombozyten (< 50 G/L) zeigte sich eine
Downregulation von elF1A (p=0,0207) und elF4E (p=0,0314).
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5 Diskussion

Die Translations-Initiation stellt einen komplexen Prozess innerhalb der
Proteinsynthese eukaryotischer Zellen dar und wird durch die heterogene
Proteingruppe der elF gesteuert. Jeder elF interagiert in einem komplexen
Netzwerk mit einer Vielzahl an Proteinen und Signalwegen. Maligne Erkrankungen
zeichnen sich durch eine unkontrollierte Proliferation aus. Die Grundlage hierfur
bilden Dysregulationen zellularer Prozesse — u.a. auch der Proteinsynthese. Fur
viele Krebserkrankungen konnten bereits auffallige elF-Expressionsprofile mit
hoher Variabilitat zwischen einzelnen Entitaten nachgewiesen werden.

Unsere Forschungsgruppe konnte bisher zeigen, dass bei Harnblasenkarzinomen
eine elF3a-Upregulation besteht und diese die Prognose bei Low-Grade-Tumoren
positiv beeinflusst (60). AuRerdem lag ein reduziertes Overall-Survival bei Low-
Grade-Gliomen mit gesteigerte elF3l-Expression sowie Glioblastomen mit elF4H-
Upregulation vor (66). Weiters konnte bei Neuroblastomen eine elF4Al-
Upregulation nachgewiesen werden (67). Die vorliegende Arbeit untersuchte
erstmals die Expression von 15 elF auf mRNA-Ebene bei ALL im Kindes- und
Jugendalter.

Der Vergleich der Expressionsprofile von Blasten der BCP-/T-Zellreihe mit der
Normalkontrolle zeigte eine signifikante verminderte Expression der mRNA-Level
von sechs der 15 untersuchten elF (elF1, elF2A, elF3d, elF3l, elF4G2, elF4G3).
Im Gegensatz dazu werden in der Literatur bei malignen Erkrankungen in erster
Linie erhohte Expressionsprofile bei elF beschrieben. So fanden sich gesteigerte
Expressionen fur die elF-Subtypen elF1, elF1A, elF2a, elF3a, elF3b, elF3c,
elF3d, elF3g, elF3h, elF3i, elF3m, elF4A, elF4B, elF4E, elF4F, elF4G, elF4H,
elF5, elF5B und elF6 (32, 43, 51). elF3e und elF3f — zwei Untereinheiten des
elF3-Komplexes — lagen meist vermindert vor, eine tumorsuppressive Wirkung der
beiden Subtypen wird diskutiert (51, 68). Unterluggauer et al. beschrieben beim
diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom eine deutlich erhdhte Expression von zwolf
elF (59). Besonders auffallig waren in unserer Untersuchung die reduzierten
Expressionen von elF2A, elF3l sowie elF4G2. Da der Vergleich von Blasten der
BCP-/T-Zellreihe mit der Normalkontrolle in der vorliegenden Arbeit — entgegen
der aktuellen Literatur — ausschlieBlich eine verminderte Expression ergab,

mussen diese Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden.
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Uber die genaue Aufgabe von elF2A ist wenig bekannt. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die Funktion von elF2A weniger in der kanonischen
Translations-Initiation liegt, sondern mehr in einer nicht-kanonischen Initiation. So
soll elF2A die Translation in Situationen zellularen Stresses unterstutzen (69, 70).
Vor diesem Hintergrund koénnte eine elF2A-Upregulation die Proliferation von
Krebszellen beglnstigen. Auch die Rolle von elF3l im Rahmen der Translations-
Initiation ist nicht abschlieRend geklart (43). Als Teil des Strukturproteins elF3
interagiert elF3I mit den Untereinheiten elF3a, elF3c, elF3e und elF3k (51). Eine
auffallige Expression von elF3l bei malignen Erkrankungen wurde bisher nicht
beschrieben. Von einer Interaktion mit dem Gelbfieber-Virus und einer damit
verbundenen Zunahme der Virus-Replikationsrate wird ausgegangen (71). elF4G3
ist eine Untereinheit des Strukturproteins elF4G, welches das Gerust fur die
ubrigen elF4-Untereinheiten und die mRNA bildet. Eine gesteigerte elF4G-
Expression flhrt nachweislich zu einer unkontrollierten Translation und
Proliferation sowie Hemmung der Apoptose (31). Fur Bronchus-, Nasopharynx-,
Mamma- und Cervixkarzinome wurden elF4G-Upregulationen beschrieben (32).
Die Expressionsprofile der verschiedenen ALL-Immunphanotypen variierten kaum.
Es lagen keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Level bei zwdlf der 15
untersuchten elF vor. Abweichungen der Expressionsprofile zeigten sich bei elF1,
elF2A und elF3j, bei keinem ALL-Immunphanotyp fand sich ein charakteristisches
elF-Expressionsprofil.

Bei einzelnen elF waren Expression mit klinisch-pathologischen Parameter
assoziiert. So lagen bei ALL mit nachgewiesener Hyperdiploidie reduzierte elF3d-
Expressionen vor. Eine erhdhte Expression von elF3d — ebenso eine Untereinheit
des  Gerustproteins elF3 -  konnte bereits bei Magen- und
Gallenblasenkarzinomen nachgewiesen werden (51). Eine elF3d-Downregulation
resultiert nach Zhang F et al. u.a. in einer Proliferationshemmung und Induktion
der Apoptose (72). Ob eine reduzierte elF3d-Expression, ahnlich dem Vorliegen
einer Hyperdiploidie, mit einem gunstigeren Krankheitsverlauf bei ALL korreliert,
bleibt offen. Aullerdem zeigte sich eine signifikant gesteigerte elF1-Expression bei
einer peripheren Blastenzahl am Tag 8 von = 100/uL. Eine erhdhte periphere
Blastenzahl am Tag 8 der Therapie wird mit einem ungunstigeren Verlauf
assoziiert, hierbei wird jedoch erst ab = 1.000/uL von einer ,Poor Prednisone

Response“ und somit einem schlechten Ansprechen auf die Prednison-
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Vortherapie gesprochen (73). Flr das anaplastische grof3zellige Lymphom und
das hepatozellulare Karzinom wurde eine erhdhte Expression von elF1
beschrieben (43, 74). Bei einem initialen Leukozytenwert von < 20 G/L war die
Expression von elF3l vermindert und von elF2a erhoht. Initiale Leukozytenwerte
von < 20 G/L korrelieren mit einem gunstigeren Krankheitsverlauf (17). Bei
Osteosarkom, Bronchus-, Schilddrisenkarzinom und Non-Hodgkin-Lymphom
konnte eine elF2a-Upregulation nachgewiesen werden (32, 75). Liegt elF2a
jedoch in phosphoryliertem Zustand vor, kann dadurch die kanonische
Translations-Initiation gehemmt werden (44). Somit hatte eine gesteigerte
Expression an phosphoryliertem elF2a einen negativen Effekt auf die Proliferation
von Krebszellen.

In Bezug auf die limitierenden Faktoren der Studie, ist besonders die nicht ideale
Kontrollgruppe hervorzuheben. Da keine Knochenmarkstanzen gesunder Kinder
und Jugendlicher bzw. gesunde B-/T-Lymphozyten-Vorlauferzellen verfigbar
waren, wurden reife B-/T-Lymphozyten verwendet. Dies stellt die plausibelste
Erklarung fur die von der Literatur abweichenden Ergebnisse im Vergleich von
Blasten der BCP-/T-Zellreihe mit der Normalkontrolle dar. Dementsprechend sind
weitere Analysen mit B-/T-Vorlauferzellen als Kontrollgruppe indiziert. Als
Kontrolle kdnnte nicht-konserviertes Material von ALL-Patientinnen und -Patienten
in Remission dienen. Im Rahmen einer Verlaufskontrolle wirde routinemalig
Knochenmark entnommen und untersucht werden. Aus nicht weiter bendtigtem
Material kdnnten nicht-neoplastische B-/T-Lymphozyten-Vorlauferzellen extrahiert
werden. Aullerdem sollten die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen mittels
Immunhistochemie validiert werden.

Als weitere Limitation ist die geringe Fallzahl zu nennen, weshalb eine Korrelation
der Ergebnisse mit dem klinischen Verlauf nur eingeschrankt moglich ist. Weiters
bildet die Studienkohorte ein sehr heterogenes Kollektiv und stammt aus einem
langen Beobachtungszeitraum. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass
bei ALL im Kindes- und Jugendalter auffallige elF-Expressionsprofile auf mRNA-
Ebene vorliegen. Um diese Ergebnisse auch hinsichtlich einer maoglichen
prognostischen Aussagekraft einzuordnen, sollten weiterfUhrende Unter-

suchungen folgen.
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