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A Zusammenfassung

Die akute lymphoblastische Leukamie (ALL) ist eine bosartige Erkrankung der wei-
Ren Blutkorperchen, bei der sich fruhe lymphoide Vorlauferzellen unkontrolliert ver-
mehren und das normale blutbildende Gewebe des Knochenmarks ersetzen. Wir
haben im Rahmen einer genomweiten Assoziationsstudie 355.750 SNPs in 419 Pati-
enten mit einem der haufigsten Subtypen einer ALL - gekennzeichnet durch die
chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922), die zu einer ETV6-RUNX1-
Genfusion fuhrt - sowie 474 gesunden Kontrollen analysiert. Die 100 am starksten
mit dem Leukamierisiko assoziierten SNPs wurden in 693 ETV6-RUNX1-positiven
Leukamiefallen und 2261 Kontrollen, bestehend aus zwei unabhangigen Gruppen
aus Deutschland/Osterreich und ltalien, im Rahmen einer Replikationsanalyse typi-
siert. In diesen Untersuchungen identifizierten wir zwei neue Risikoloci auf den
Chromosomenbanden 3q28 (TP63, rs17505102, P = 1,18 x 107, OR=0.62) und
14924.3 (benachbart mit C7140rf118, rs7156960, P = 1,10 x 107, OR=0,78). Die se-
parate Analyse der kombinierten deutsch/osterreichischen Proben, offenbarte weite-
re genomweite signifikante Assoziationen in den Bereichen 11911 (OR8US,
rs1945213, P = 8,54 x 107'°, OR=0.69), 8p21.3 (in der Nahe INTS10, rs920590, P =
4,76 x 10®, OR=1,36) und 11p11.2 (PTPRJ, rs3942852, P = 2,04 x 10”7, OR=0,72).
Die Ergebnisse blieben in den deutsch/sterreichischen Replikationsproben auch
nach Bonferroni-Panel-Korrektur fur multiples Testen signifikant. Die erzielten Ergeb-
nisse zeigen erstmalig, dass es neben allgemeinen genetischen Risikoassoziationen
fur die ALL auch fur ALL-Subgruppen spezifische Risikoloci gibt. Die Identifikation
von TP63 und PTPRJ als Suszeptibilitatsgene verdeutlicht die Rolle der TP53 Gen-
familie und die Bedeutung von Proteinen, die zellulare Prozesse regulieren, bei der

Krebsentstehung.

B Summary

Acute lymphoblastic leukemia is a malignant disease of the white blood
cells. The etiology of ALL is believed to be multifactorial and likely

to involve an interplay of environmental and genetic variables. We
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performed a genome-wide association study of 355,750 SNPs in 474

controls and 419 childhood ALL cases characterized by a

t(12;21)(p13;922) - the most common chromosomal translocation observe

in childhood ALL - which leads to an ETV6-RUNX1 gene fusion. The one hundred
most strongly associated SNPs were followed-up in 693 cases and 2,261 controls
from Germany/Austria and Italy, respectively. We identified two

novel, genome-wide significant risk loci at 3q28 (TP63, rs17505102,
Pcvi=1.18x107, OR=0.62) and at 14q24.3 (close to C140rf118, rs7156960, Pcyn =
1.10 x 107, OR=0,78). The separate analysis of the combined

German/Austrian sample only, revealed additional genome-wide significant
associations at 11q11 (OR8U8, rs1945213, P= 8.54x107"°, OR=0.69) and

8p21.3 (near INTS10, rs920590, P= 4.76x10®, OR=1.36). These associations and
another association at 11p11.2 (PTPRJ, rs3942852, P= 2.04x107, OR=0.72) re-
mained significant in the German/Austrian replication panel

after correction for multiple testing. Our findings demonstrate that

germline genetic variation can specifically contribute to the risk of
ETV6-RUNX1-positive childhood ALL. The identification of TP63 and PTPRJ

as susceptibility genes emphasize the role of the TP53 gene family and

the importance of proteins regulating cellular processes in connection

with tumorigenesis.



C Projekthintergrund

Eine Studie zur Haufung von Leukamie bei Kindern im Umkreis von Kernkraftwerken
(KiKK-Studie) hat in der jungeren Vergangenheit die Diskussion um die Ursachen der
Leukamie im Kindesalter intensiviert. Nationale und internationale Forschungsbemu-
hungen, die sich vor allem auf Assoziationen zwischen potentiell leukamogenen Fak-
toren und der Inzidenz der akuten Leukamie bezogen haben, konnten andererseits
bislang keinen gut belegbaren ursachlichen Zusammenhang zwischen exogenen
Faktoren (wie z.B. ionisierender Strahlung) und den in Deutschland und andernorts

beschriebenen Leukamie-Clustern im Umkreis von Kernkraftwerken liefern.

Im Vordergrund der Diskussion steht im oben angesprochenen Sachverhalt die akute
lymphoblastische Leukamie (ALL). Die ALL ist mit einem Anteil von 30% und ca. 550
Neuerkrankungen pro Jahr die haufigste bosartige Erkrankung des Kindesalters in
Deutschland. Im Vergleich hierzu wird die akute myeloische Leukamie (AML) bei ca.
120 Kindern (bis 15 Jahre) pro Jahr in Deutschland diagnostiziert. Basierend auf der
Identifizierung prognostischer Marker und der Entwicklung risikoadaptierter Behand-
lungsstrategien wurden bezilglich der Behandlung der ALL in den letzten Jahrzehn-
ten bedeutende Fortschritte erzielt. So konnte durch eine systematische und kontinu-
ierliche Evaluation der Therapie im Rahmen bundesweiter kooperativer Therapiestu-
dien, die erfolgreiche Behandelbarkeit der ALL in den letzten vier Jahrzehnten von
etwa 10% in den 1960er Jahren auf nahezu 80% in der heutigen Zeit verbessert
werden. Im Gegensatz zum Wissenszuwachs in der klinischen Forschung sind die

Ursachen der ALL bislang leider nahezu unbekannt.

Die ALL ist durch eine maligne klonale Proliferation von lymphoiden Zellen gekenn-
zeichnet, die in einer fruhen Differenzierungsphase blockiert sind. Mehr als 60% der
Patienten, die mit einer ALL diagnostiziert werden, sind Kinder und Jugendliche im
Alter bis zu 15 Jahren. Die jahrliche Inzidenz der ALL im Kindesalter variiert weltweit

zwischen einem und vier neuen Fallen pro 100.000 Kindern und Jugendlichen junger
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als 15 Jahre und findet ihren Hohepunkt zwischen dem zweiten und funften Lebens-
jahr. Die Ursachen der ALL im Kindesalter sind vermutlich multifaktoriell und wahr-
scheinlich durch ein Zusammenspiel von genetischen und umweltassoziierten Vari-

ablen bestimmit.

Die international gefiihrte Diskussion zum Zusammenhang von Kernkraftwerken mit
dem Erkrankungsrisiko fur Leukdmien hat aufgezeigt, dass die bisherigen Studien-
ansatze hochstwahrscheinlich nicht den Durchbruch bezlglich eines besseren Ver-
standnisses der Leukamieentstehung liefern konnen. Es ist davon auszugehen, dass
es wahrscheinlich erfolgversprechender ist, Uber ein besseres Verstandnis der Leu-
kamieentstehung im allgemeinen, in nachgeordneten Untersuchungen auch die dis-
kutierte Beziehung von Kernkraftwerken mit dem Auftreten von Leukamien zielfuh-
render zu beleuchten. Aktuell werden v.a. in den USA, in GroR3britannien - und jetzt
auch in Deutschland - Ansatze gesucht, die molekulargenetische, populationsgeneti-
sche und epidemiologische Informationen zu verknupfen versuchen, um dem ge-

nannten Ziel ndher zu kommen.

Unter dem Begriff ALL lassen sich verschiedene Subtypen der Erkrankung unter-
scheiden, die entweder immunphanotypisch (z.B. B-Zell-Vorlaufer- versus T-Zell-
ALL) oder durch eine insbesondere in den letzten zwei Jahrzehnten standig wach-
sende Zahl von bekannten genetischen Veranderungen in den Leukamiezellen cha-
rakterisiert werden konnen. Die beiden haufigsten genetischen Subtypen der ALL im
Kindesalter sind entweder durch Hyperdiploidie (>50 Chromosomen pro Leukamie-
zelle) oder die chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922), die zu einer ETV6-
RUNX1 (fruher TEL-AML1 genannt)-Genfusion fuhrt, charakterisiert. Auf die hyper-
diploide und die ETV6-RUNX1-positive ALL entfallen rund 25% bzw. 20% der ge-
samten ALLs des Kindesalters. Neben den haufigen erworbenen genetischen Ver-
anderungen, die sich in den ALL-Zellen nachweisen lassen, wird eine Minderheit von
ALLs (<5%) im Zusammenhang mit spezifischen genetischen Vorerkrankungen wie
dem Down-Syndrom oder Erkrankungen mit beeintrachtigter DNA-Reparatur beo-
bachtet (z.B. Ataxia teleangiectasia, Nijmegen-Breakage-Syndrom oder Bloom-
Syndrom). Fur den Grofdteil der ALLs im Kindesalter waren moglicherweise pradis-

ponierende genetische Faktoren bislang nicht bekannt. Vor kurzem haben jedoch
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zwei genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zur ALL im Kindesalter, die in Grol3-
britannien und den USA durchgeflhrt wurden, erstmals zeigen kdnnen, dass sich
bestimmte Keimbahnloci mit dem Risiko einer ALL im Kindesalter assoziieren lassen.
Die britische Studie verwendete hierbei rund 291.000 Einzelnukleotid-
Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), die in 907 ALL-Fallen in
einer Meta-Analyse ohne unabhangige Replikation analysiert wurden. Die US-Studie
untersuchte fast 308.000 SNPs in 317 Fallen. Die beiden signifikantesten Loci wur-
den Ubereinstimmend in beiden Studien gefunden und in der Folge mittlerweile durch
unabhangige Studien bestatigt. Es handelt sich hierbei um IKZF1, kodierend flr ei-
nen Transkriptionsregulator der lymphatischen Zelldifferenzierung, und ARIDSB, ein

Mitglied der “AT-rich interaction domain“-Transkriptionsfaktorfamilie.

In einem an die Bestrebungen zur Verknupfung von molekulargenetischen, populati-
onsgenetischen und epidemiologischen Informationen angelehnten Projekt wird der-
zeit auch am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in Kiel versucht, genetische
Ursachen fur die ALL bei Kindern und Jugendlichen aufzudecken, um hieruber zu-
kunftig u.a. gezielt Gen-Umwelt-Interaktionen im Zusammenhang leukdmogener ge-
netischer Aberrationen beleuchten zu kdénnen. So ist in einem gemeinsamen For-
schungsprojekt des Instituts fur Klinische Molekularbiologie (IKMB) und der Klinik far
Allgemeine Padiatrie am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, im
Vorfeld des hier genannten Projekts eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS)
durchgefuhrt worden. Bei dieser Untersuchung wurde nach krankheitsassoziierten
Genpolymorphismen (SNPs) bei der mit 25% am haufigsten vorkommenden spezifi-
schen Untergruppe der ALL des Kindes- und Jugendalters gesucht, der durch die
chromosomale Translokation t(12;21) charakterisierten sogenannten ETV6-RUNX1
(TEL-AML1)-rearrangierten Subgruppe. Dabei wurden bei 419 Patienten — dem so
genannten Screening Panel A - gegenulber einer gro3en Anzahl von gesunden Kon-
trollen Hinweise auf eine mdgliche genetische Assoziation mit funktionell plausiblem
Bezug als Risikofaktor gefunden. Das Fehlen von haufigen, hochpenetranten Mutati-
onen deckt sich hierbei mit den Erfahrungen aus GWAS fur andere komplexe Er-
krankungen. In einer ersten Validierung konnten die initial beobachteten Ergebnisse
bestatigt werden. Das Patientenkollektiv sollte dann in der Folge in einem vom Bun-
desamt fur Strahlenschutz geforderten Vorhaben (Kenn-Nr. 3609S30013) durch die
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Rekrutierung weiterer Patienten — sowohl auf nationaler als auch auf internationaler
Ebene — vergroRert werden, um zusatzliche Replikationsstudien mit neuen Patienten
durchzufihren. Weiterhin sollten die Untersuchungen auf TEL-AML1-negative Leu-
kamien des Kindes- und Jugendalters ausgedehnt werden, um allgemeine Leuka-
mie-Suszeptibilitatsgene identifizieren zu konnen. Die erzielten Ergebnisse sollten

hinsichtlich ihrer Bedeutung fur den Strahlenschutz diskutiert werden.

D Methoden

1. Rekrutierung von Patienten und gesunden Kontrollpersonen

Alle Patienten der Fallgruppe wurden aus der Osterreichisch-deutsch-italienisch-
schweizerischen klinischen Multicenterstudie AIEOP ALL-BFM 2000 zur Behandlung
der ALL im Kindesalter rekrutiert. Die Patienten wurden in einem von 121 teilneh-
menden Studienzentren in Osterreich, Deutschland und Italien zwischen 1999 und
2008 diagnostiziert und behandelt. Zweihundert ALL-Patienten wurden in zwei weite-
ren klinischen Studien der deutschen Studiengruppe COALL behandelt, COALL-06-
97 und COALL-07, die zwischen 1997 und 2008 in 19 deutschen Behandlungszent-
ren durchgefuhrt wurden. Die deutschen gesunden Kontrollpersonen der Panels A
und B wurden Uber die Popgen-Biobank am IKMB im Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel, erhalten (Tabelle 1). Die gesunden italienischen Kontrollindi-
viduen wurden durch die Blutbank des Krankenhauses San Gerardo in Monza, lIta-
lien, rekrutiert. Von allen Studienteilnehmern oder ihren Erziehungsberechtigten wur-
den im Rahmen der Therapieprotokolle Einverstandniserklarungen eingeholt,
verbleibendes diagnostisches Untersuchungsmaterial fur Forschungszwecke ver-
wenden zu durfen. Die Protokolle wurden von den jeweiligen institutionellen Ethik-

ausschussen gepruft und genehmigt.
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Tabelle1 Ubersicht zu den in der Studie verwendeten Panels

Panels Kontrollen Falle
A — ALL GWAS Panel (Deutschland) 474 419
B — ALL Replikationspanel (Deutsch- 1682 406
C — ALL Replikationspanel (Italien) 579 287
D — ALL Replikationspanel (Deutschland) 1682 326

2. Diagnose und Charakterisierung der Leukamien

Die Diagnose wurde auf der Grundlage von Zytomorphologie (FAB-Kriterien) und
Zytochemie bei 225% Leukamieblasten im Knochenmark gestellt. Die durchflusszy-
tometrische Immunphanotypisierung wurde nach Konsensprotokollen gemal den
Leitlinien der Europaischen Gruppe flir die immunologische Charakterisierung von
Leukamien (EGIL) durchgefuhrt. Die Diagnostik bezuglich ETV6-RUNX1-, BCR-ABL-
und MLL-AF4-Fusionsgentranskripten wurde mittels eines Multiplex-Polymerase-
Kettenreaktions (PCR)-Assays in einer einzigen PCR-Reaktion durchgefuhrt. In der
Mehrzahl der Patienten wurden positive Ergebnisse durch Interphase-Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) bestatigt.

3. Zellen und Nukleinsauren

Bei Erstdiagnose und den Follow-up-Zeitpunkten nach Induktions- und Konsolidie-
rungstherapie wurden Knochenmarkproben fur die Bestimmung der minimalen Rest-
erkrankung gewonnen. Hierfur wurden mononukleare Zellen durch Gradientenzentri-
fugation aus dem Knochenmark isoliert und in der Folge aus den so gewonnenen
Zellen hochmolekulare genomische DNA nach standardisierten Protokollen unter
Zuhilfenahme des Puregene- (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA) oder Qiagen-
DNA-Blood-Isolierungssystems (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Qualitat und
Quantitat der genomischen DNA wurden spektrophotometrisch bestimmt. In der hier
vorliegenden Studie wurde nur auf Remissions-DNA, zurlickgegriffen, die an den Fol-
low-up-Zeitpunkten nach Induktions- oder Konsolidierungstherapie gewonnen wurde.
Die DNA der deutschen Kontrollindividuen wurde mit dem Blut-NucleoSpin-Kit (Ma-
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cherey-Nagel, Deutschland) aus peripherem Blut isoliert, die der italienischen Kon-
trollen aus peripherem Blut unter Verwendung des Qiagen-DNA-Blood-
Isolierungssystems. Da es sich in der vorliegenden Studie um heterogene Quellen
bezuglich der Herkunft des Untersuchungsmaterials handelte, wurden zur Qualitats-
kontrolle alle DNA-Proben mittels Gelelektrophorese zunachst auf ihre Integritat kon-
trolliert. Degradierte Proben wurden von den folgenden Experimenten ausgeschlos-

sen.

4. Genomweite SNP-Genotypisierung

Die Genotypisierung fur die GWAS Kontrollen, die als Teil der deutschen NGFN-
GWAS-Initiative vom NGFN gefordert wurden, wurde als Serviceprojekt mit dem Ge-
nome-Wide Human SNP Array 5.0 (500K, 443.816 Marker) von Affymetrix® (South
San Francisco, CA, USA) durchgefihrt. Die genomweiten Genotypisierungen der
Falle wurden nach dem gleichen Protokoll am Cologne Center for Genomics der Uni-

versitat Koln in Koln durchgefuhrt.

5. SNP-Auswabhl fur die Replikation, SNPlex und TagMan Genotypisie-

rung

Alle 355.750 SNPs des genomweiten Scans, die die Qualitatskontrolle bestanden
haben, wurden mittels gPLINK v2.050 in Kombination mit PLINK v1.07. analysiert.
Korrelierte SNPs (basierend auf Kopplungsungleichgewicht) wurden unter Verwen-
dung des --clump- Befehls in PLINK identifiziert. Zu Kontrollzwecken wurden bei al-
len Index-SNPs mit einem P-Wert von <3x10* die entsprechenden Cluster-Plots vi-
suell inspiziert. SNPs, die diese visuelle Inspektion nicht bestanden, wurden von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Die 100 am starksten assoziierten SNPs
(P<2x10™) in diesen Analysen wurden dann in zusatzlichen Experimenten weiterver-
folgt. Die nachgeschalteten Genotypisierungen (Panels B bis D) wurden unter Ver-
wendung von SNPlex™ und TagMan® Technologie (Applied Biosystems, Foster Ci-
ty, CA, USA) in einem automatisierten Laborablauf durchgefiihrt und die ermittelten
Informationen mittels eines datenbankgestutzten Laborinformationsmanagementsys-
tems (LIMS) verwaltet. Von den 100 ausgewahlten SNPs uberstanden 87 SNPs die
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Qualitatskontrollen in beiden Replikationspanels. Diese SNPs hatten eine hohe Call-
Rate (Rate der erfolgreichen Genotypisierungen; >90% in Fallen und Kontrollen),
waren weder monomorph noch selten (Frequenz des selteneren Allels >1% in Fallen
und Kontrollen) und wichen nicht vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) in der
Kontrollgruppe ab (Pnwe>0,001).

6. Sequenzierung zur Mutationsdetektion

Amplifikate wurden mit Hilfe des folgenden Touchdown-PCR-Programms generiert:
95°C fur 12 min, (95°C fur 30 sec, T, fur 30 sec, 72°C fur 30 sec) x 16 Zyklen [td -
0,5°C], (95°C fur 30 sec, T, fur 30 sec, 72°C fur 30 sec) x 19 Zyklen, 72°C fur 10
min, 10°C bis zum Ende des Experiments. Die Sequenzierung der DNA erfolgte dann
mittels BigDye® Terminator Technologie (v3.1, Applied Biosystems) und Kapillarse-
quenzierung (ABI3730 Sequenzer, Applied Biosystems) nach Angaben des Herstel-
lers. Die ermittelten Daten wurden nach SNPs, Insertionen und Deletionen unter

Verwendung von novoSNP-Software (v2.03) inspiziert.

7.  Statistische Analysen

Zur Berechnung der statistischen Kraft unserer Studie wurden die Software-
Programme PS Power und Sample Size (v3.0.12) eingesetzt. Genomweite Assozia-
tionsanalysen wurden mit gPLINK (v2.050) in Kombination mit PLINK (v1.07) durch-
gefuhrt. GWAS Daten wurden auch mit R Statistical Environment (v2.10.0) analysiert.
Korrelierte SNPs wurden nach den unten aufgefihrten Schwellenwerten mittels des

- - ¢l unp-Befehls in PLINK entfernt.

Schwellenwerte:

--clunp-pl 0.001 Schwellenwert fur Index-SNPs

--clunp-p2 0.01 Sekundarer Schwellenwert fur clumped SNPs
--clunp-r2 0.50 Schwellenwert Kopplungsungleichgewicht fur clumping

--cl unp-kb 250 Distanzschwellenwert fur clumping
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8. Imputation

Das Software-Programm BEAGLE (v3.1.1) wurde verwendet, um die Genotypen au-
tosomaler SNPs basierend auf den 1000 Genomes-Daten zu imputieren. Zur Imputa-
tion wurden nur SNPs herangezogen, die initial auf der Affymetrix-Plattform die Qua-

litadtskontrolle erfolgreich durchlaufen hatten.

9. Plotten

Regionale Plots wurden mit einer modifizierten Version von deBakker's R-Skript ge-
neriert. Auf der vertikalen Achse finden sich dabei SNPs mit den entsprechenden P-
Werten (log10-Skala) dargestellt, auf der horizontalen |asst sich ihre chromosomale
Position ablesen. Die Einzelmarker-Assoziationsanalyse erfolgte mittels des allelli-
schen Tests fur Fall-Kontroll-Gruppen in PLINK unter Verwendung sowohl genotypi-

sierter als auch imputierter SNPs als Input.

E Ergebnisse

Ausgehend von einer Haufigkeit eines erkrankungsassoziierten Allels von mindes-
tens 30% in der Kontrollgruppe, hatte unser initiales Screening-Panel A eine statisti-
sche Power von 80%, eine Variante mit einer relativen Quote von 1,48 oder hoher

auf einem Signifikanzniveau von 5% zu erkennen (Abbildung 1).

Far weiterfUhrende statistische Analysen wurden nur Daten verwendet, die stringente
Qualitatsanforderungen erfullten (SNP Call-Rate Uber 95% in Fallen und Kontrollen,
Haufigkeit des seltenen Allels Uber 1% in Fallen und Kontrollen sowie keine Abwei-
chung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht in den Kontrollen (P>0.001). Aus diesen
Anforderungen ergaben sich 355.750 SNPs, die in 419 Fallen und 474 gesunden
Kontrollen in die initialen Analysen einbezogen wurden. Die Gesamtgenotypisie-
rungsrate bei diesen Proben lag bei 99,8%. Weitere Qualitatskontrollen zeigten eine
europaische Abstammung der typisierten Individuen und ergaben keinen Hinweis auf
versteckte Individuen mit nicht europaischem Hintergrund oder unbekannte Ver-

wandtschaftsverhaltnisse innerhalb der analysierten Gruppe.
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Initial wurden die SNP-Haufigkeiten in Fallen und Kontrollen verglichen, die SNP-
Liste bei redundanten Daten in Folge von Kopplungsungleichgewicht entsprechend
gekurzt (unter Verwendung des - - cl unp-Kommandos in PLINK) und Cluster-Plots
der Index-SNPs mit einem P-Wert von weniger als 1,5%10™ visuell inspiziert. Dann
wurden die 100 SNPs mit den starksten Assoziationen fur Replikationsanalysen aus-
gewahlt und im deutsch/Gsterreichischen Replikationspanel B (406 Falle und 1682
Kontrollen) und dem italienischen Replikationspanel C (287 Falle und 579 Kontrollen)
typisiert (Tabelle 1). Die Genotypisierungsanalysen wurden mittels SNPlex®- oder
TagMan®-Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefiihrt. Nach
Qualitatskontrolle wurden 13 Follow-up-SNPs wegen einer SNP Call-Rate in Fallen
und Kontrollen von 95% oder weniger, einer Haufigkeit des seltenen Allels von weni-
ger als 1% in Fallen und Kontrollen oder einer Abweichung vom Hardy-Weinberg

Gleichgewicht in den Kontrollen (P>0.001) ausgeschlossen.
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Abbildung 1. Statistische Power im Screening Panel A

Statistische Power im Screening Panel A (474 Kontrollen, 419 Falle) eine gegebene alleli-
sche Erkrankungsassoziation flr Trager des selteneren Allels zu detektieren. Die Berech-
nungen wurden mittels der Programme PS Power und Sample Size v3.012 durchgefihrt und
schlossen Annahmen fir unterschiedliche Allelfrequenzen ein (bezeichnet als p0). Die statis-
tische Power findet sich in Abhangigkeit von der Odds ratio dargestellt und die gestrichelte
rote Linie zeigt den Schwellenwert fir eine statistische Power von 80% an.

Unter Bertcksichtigung des unterschiedlichen geographischen Ursprungs der Repli-
kationspanels, wurden in kombinierten Analysen der Replikationspanels B und C so-
wie in der Gesamtpopulation (Panels A bis C) der Cochran-Mantel-Haenszel-Test
(Pcwn) und der Breslow-Day-Test auf Heterogenitat der relativen Quote (Pgp) ange-
wendet. Neue signifikante Erkrankungsassoziationen, die einer Bonferroni-Korrektur
widerstanden (adjustiertes Signifikanzniveau a=5,75x10), wurden in der kombinier-
ten Analyse der Replikationspanels B und C fur rs17505102, einen intronischen SNP
in der kodierenden Region des TP63-Gens (tumor protein p63 isoform 3) auf Chro-
mosomenbande 3928 (Pcun=1,41%10"°, odds ratio (OR)=0,62, 95% Konfidenzinter-
vall (Cl) = 0,50-0.77), fur rs7156960 - 34 kb abwarts von C74orf118 liegend
(Pcmn=1,08%x10*, OR=0,78, 95% Cl=0,69-0,89) - und fiir den intronischen SNP
rs3942852 im PTPRJ-Gen (protein tyrosine phosphatase, receptor type, J) auf
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Chromosomenbande 11p11.2 (Pewn=3,11x10, OR=0,74, 95% CI=0,63-0,87) gefun-
den (Tabelle 2 und Abbildung 2).

Obgleich die Assoziationen dieser Loci mit ETV6-RUNX1-positiver ALL nicht ge-
nomweite Signifikanz im initalen Screen zeigten (konventionelles Level P=<5,0x107),
wurde flr diese in den anschlielenden Analysen unter Berucksichtigung der Panels
A bis C mit 1112 ETV6-RUNX1-positiven Fallen und 2735 gesunde Kontrollen ge-
nomweite Signifikanz fiir rs17505102 (Pcwn=1,18%107) im TP63-Gen und rs7156960
(Pcwn=1,10%x107) erzielt (Tabelle 2). Die kombinierte Analyse fiir rs3942852 ergab
ein Py von 7,27x107.

Da das initiale Screening (Panel A) nur unter Verwendung deutscher Proben durch-
gefuhrt wurde, wurden zusatzlich zu den oben genannten Untersuchungen Analysen
der nachverfolgten SNPs exklusiv fur das deutsch/dsterreichische Replikationspanel
B durchgefuhrt, um potentielle Loci zu identifizieren, die - im Vergleich zu einem eher
allgemeinen Risiko in der gesamteuropaischen Population - spezifisch mit dem ALL-
Risiko in Nordeuropaern verbunden waren. Bei diesen Analysen konnten neben den
drei oben genannten neuen gemeinsamen Suszeptibilitatsloci (reprasentiert durch
rs17505102, rs7156960 und rs3942852) drei weitere mit ETV6-RUNX1-positiver ALL
assoziierte SNPs identifiziert werden, die einer Korrektur fur multiples Testen stand-
hielten. Dieses waren der auf Chromosomenbande 1111 liegende SNP rs1945213
innerhalb des OR8U8-Gens (P=1,61x10°), rs920590, 24 kb aufwarts des INTS70-
Gens auf Chromosomenbande 8p21.3 liegend (P=1,86x10") und rs7738636 auf
Chromosomenbande 6q14.1 (P=5.20x10™*) (Tabelle 2). Die sechs gerade genannten
SNPs zeigten auch genomweite signifikante Assoziationen in der kombinierten Ana-
lyse der deutsch/Gsterreichischen Gruppen A und B. Weiterhin zeigten zwei weitere
SNPs - rs17423910 innerhalb des PDE4B-Gens auf Chromosom 1 (P=1,45><10'7)
und rs6445754 innerhalb des ERC2-Gens auf Chromosom 3 (P=1,71x107) - ge-
nomweite Signifikanz in der kombinierten Analyse der Gruppenpanels A und B. Die-
se Ergebnisse hielten aber in einer alleinigen Analyse des Replikationspanels B einer

statistischen Korrektur flr multiples Testen nicht stand (Tabelle 2 und Abbildung 2).
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Legende zu Abbildung 2. Regionale Plots

Die regionalen Plots der assoziierten Loci TP63, PTPRJ, OR8U8, 14q24.3, 8p21.3 und
6q14.1. stellen die fir Panel A errechneten P-Werte (logs,-Skala) auf der vertikalen Achse
und die chromosomale Position auf der horizontalen Achse dar. Fir die sogenannten Lead-
SNPs rs3942852, rs1945213, rs920590 und rs7738636 findet sich der P-Wert der Panels A
und B, bzw. fur rs17505102, rs7156960 der Panels A bis C gegeben. Die Starke des
Kopplungsungleichgewichts (LD) fir SNPs gemessen als r? ist durch die Farbe der SNP-
Symbole gekennzeichnet (fir Farbkodierung, siehe rechte obere Ecke der Plots). Die Re-
kombinationsaktivitat (in Centimorgan [cM] per Mb) ist als blaue Linie dargestellt. Positionen
basieren auf NCBI build 36-Koordinaten. Weitere Details finden sich in Tabelle 2.
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Tabelle 2. Zusammenfassung der Assoziationsanalyseergebnisse

Panel A - GWAS
Deutschland
ETVE-RUNX1-pos.
474 Kontrollen

Panel B
Deutschland/Osterreich
ETVE-RUNX1-pos.
1682 Kontrollen

Panel A+ B
Deutschland/Osterreich
ETV6-RUNX1-pos.
2156 Kontrollen

Panel C
Italien
ETV6-RUNXT-pos.
579 Kontrollen

Panel B+ C
Replikation
ETVE-RUNX1-pos.
2261 Kontrollen

Panel A+B+C
Kombinierte Analyse
ETVE-RUNXT-pos.
2735 Kentrollen

419 Falle 406 Falle B25 Falle 267 Falle 693 Falle 1112 Falle
Po[s:..h [rllnp} dbSNP 1D [relati\ieFl:osEtion] T\z ﬁ.Ft\AFI:(?;::e Pecs TEMKFIZEZ Peca n:t\FF&;KF{;ﬂ:' Peoa TFA,:,KFZ::: Pecs Pow Peo (95?&,ch] Pow Peo
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48,0;:,665 3942652 | {m;rgﬁ:ne} ? gf‘; 1.58x10% gfg 1.06%10°% g;f; 204<107 | 33? 043 | 3a110* | 0.08 (0;;; - | 7272107 | 006
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Legende zu Tabelle 2. Zusammenfassung der Assoziationsanalyseergebnisse

Die 100 am starksten assoziierten SNPs (P<2x10-4) der initialen Analysen von Panel A wur-
den in zusatzlichen Experimenten weiterverfolgt. Die nachgeschalteten Genotypisierungen
(Panels B bis D) wurden unter Verwendung von SNPlex™ und TagMan® Technologie (Ap-
plied Biosystems) durchgefuhrt. Von den 100 ausgewahlten SNPs Uberstanden 87 SNPs die
Qualitatskontrollen in beiden Replikationspanels. Diese SNPs hatte eine hohe Call-Rate
(>90% in Fallen und Kontrollen), waren weder monomorph noch selten (Frequenz des selte-
neren Allels >1% in Fallen und Kontrollen) und wichen nicht vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWE) in der Kontrollgruppe ab (PHWE>0,001). Die Tabelle zeigt Daten der
20 SNPs, die entweder signifikant im Replikationspanel B waren (Pcca<0.05) oder in der
kombinierten Analyse der Panels B und C (Pcwn <0.05 und Pgp >0.05). SNPs finden sich ge-
ordnet nach ihrem P-Wert aus den kombinierten Analysen der Panels A, B und C. Nukleotid-
positionen (Pos. (bp)) beziehen sich auf NCBI build 36. Chromosom: Chr. A1 bezeichnet
das seltenere Allel, A2 das haufigere. Allelfrequenzen finden sich in Fallen und Kontrollen fir
A1 angezeigt (AFa1 Kontr./ AF,, Félle). Gelistete P-Werte aus der Fall-Kontroll-Analyse
wurden mittels allelbasierter y>-Tests errechnet (Pcca). Die Odds Ratios (OR) und 95% Kon-
fidenzintervalle (95% CI) fur das Tragen des Allels A1 griinden auf den Replikationsanalysen
(Panels B und C). Die Spalte Pgp zeigt P-Werte aus den Breslow-Day-Tests flir Heterogeni-
tat, bei denen ein signifikanter P-Wert signifikante Heterogenitat zwischen den Replikati-
onspanels bezliglich OR und Erkrankungsassoziation nahe legt. Die Spalte Pcun zeigt kom-
binierte P-Werte (Pcwn) des Cochran-Mantel-Haenszel-Tests. Signifikante P-Werte
(Pcca<0.05 oder Pcyn<0.05 [nur wenn Pgp>0.05]) der Replikation sind fett und kursiv ange-
geben. SNP-Assoziationen, die nach Korrektur fiir multiples Testen Signifikanz bewahrten
(Pcmn der Panels B und C) und genomweit signifikant assoziierte SNPs der kombinierten
Analyse (kombinierter P-Wert der Panels A und B oder C oder Panels A bis C) sind mit
grauer Schattierung unterlegt.

Um zu beurteilen, ob die von uns erhobenen Befunde speziell dem ETV6-RUNX1-
positiven ALL-Subtyp zugeordnet werden konnen oder auch fur andere Subgruppen
relevant sind, haben wir nachfolgend die 20 am starksten assoziierten SNPs in einer
weiteren deutschen Replikationskohorte (Panel D) (Tabelle 1) typisiert. Diese Gruppe
setzte sich aus 326 ETV6-RUNX1-negativen ALL des Kindesalters zusammen und
wurde mit den 1.682 Kontrollen des Panels B analysiert. Von 19 erfolgreich die Qua-
litdtskontrollen passierenden SNPs wurde jedoch nur einer - rs7738636 auf Chromo-
somenbande 6qg14.1 - als signifikant mit dem ALL-Risiko assoziiert gefunden
(P=2,55%107). Die kombinierte Analyse der Replikationspanels B bis D fir
rs7738636 ergab ein Pcwy von 3,71 x 10°. Diese Ergebnisse implizieren, dass

rs7738636 ein allgemeiner ALL-Suszeptibilitatslocus sein kénnte.
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In weiteren Analysen typisierten wir die von Papaemmanuil et al. und Trevifio et al. in
zwei publizierten nicht subgruppenspezifischen GWAS zur ALL im Kindesalter identi-
fizierten SNPs in einer Teilmenge unserer Panels A bis D, um sowohl die zuvor be-
richteten Loci zu bestatigen, als auch eine Positivkontrolle flr die von uns durchge-
fuhrten Analysen vorzunehmen. Diese Teilmenge bestand aus Fallen des Panels A

und den kompletten Panels B bis D.
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Panel A* (nur Fille) Panel B Panel C Panel A" +B +C Panel D Panel A" +B+C+D
Deutschland Deutschland/Osterreich Italien Kombinierte Analyse Deutschland Kombinierte Analyse
ETVE-RUNX1-pos. ETVE-RUNX1-pos. | ETVE-RUNX1-pos. ETVE-RUNX1-pos. ETVE-RUNX1-neg. ETVE-RUNX1-pos. +-neg.
— 1682 Kontroflen 579 Kontrollen 2261 Kontrolien — 2251 Kentrollen
419 Falle 406 Falle 287 Falle 1112 Falle 325 Falle 1438 Falle
Chr dbSNPID | AT — AF... Koni. AF, Kont P Pes OR — " b OR
Pos. (bp) Genname A2 AF,, Félle AF,, Félle AF,, Félle {95% CI1) AF,, Fille {95% Cl)
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Legende zu Tabelle 3. Assoziationsanalyseergebnisse bereits bekannter Risi-
koloci

Die 28 von Papaemmanuil et al. and Trevifio et al. als mit dem ALL-Risiko assoziierten publi-
zierten SNPs wurden in den Fallen des Panels A (Panel A*) sowie den Panels B bis D geno-
typisiert. SNPs finden sich geordnet nach ihrer chromosomalen Position und getrennt nach
Studie. Nukleotidpositionen (Pos. (bp)) beziehen sich auf NCBI build 36. Chromosom: Chr..
A1 bezeichnet das seltenere Allel, A2 das haufigere. Allelfrequenzen finden sich in Fallen
und Kontrollen fur A1 angezeigt (AFa; Kontr./ AF,4 Félle). Kombinierte P-Werte des Coch-
ran-Mantel-Haenszel-Tests (Pcwn) und kombinierte Odds Ratios (OR) sind gezeigt flr Panel
A* (nur Falle), Panels B und C sowie Panels A* bis D. Die Spalte Pgp zeigt P-Werte aus den
Breslow-Day-Tests fur Heterogenitat, bei denen ein signifikanter P-Wert signifikante Hetero-
genitat zwischen den Replikationspanels bezliglich OR und Erkrankungsassoziation nahe
legt. Signifikante P-Werte (Pcyn<0.05 [nur wenn Pgp>0.05]) sind fett und kursiv angegeben.
SNP-Assoziationen, die auch genomweit in der kombinierten Analyse der Panels A* bis C
oder A* bis D Signifikanz bewahrten, sind mit grauer Schattierung unterlegt.

In diesen Analysen wurden in der kombinierten Stichprobe, die 1438 Falle und 2261
Kontrollen umfasste, genomweit signifikante Assoziationen (P<5x107) fiir IKZF1,
DDC, ARID5B und CEBPE gefunden (Tabelle 3). Die Assoziation fur SIAT7C war
nicht genomweit signifikant, widerstand aber der Bonferroni-Korrektur fur multiples
Testen (P=1,79x10%). Suggestive Hinweise auf eine Assoziation mit dem Risiko fiir
eine ALL in unserer analysierten Gruppe (P<0,05) wurden flr 1931.3 (rs6428370),
KCNMBZ2 und C12orf5 gefunden.

F Diskussion

Trotz der nur begrenzten Ausgangsfallzahl von nur 419 Patienten, konnten wir in der
hier beschriebenen GWAS neue Kandidatenloci fur die ALL im Kindesalter identifizie-
ren. Von diesen neuen Suszeptibilitatsloci sind insbesondere PTPRJ und TP63 als
interessante Kandidaten hervorzuheben. Da sich der SNP rs17505102 in Intron 1
des TP63-Gens befindet, haben wir in weiterfuhrenden Untersuchungen in 47 Patien-
ten die TP63-Exons 1 bis 3 sequenziert, die sich im gleichen Kopplungsungleichge-
wichtsblock wie der Marker-SNP befinden, um festzustellen, ob dieser mit einem Po-
lymorphismus in der kodierenden Region assoziiert sein kdnnte. Allerdings haben wir
keinen solchen SNP der kodierenden Region ermitteln kbnnen und werden nun zu-

satzliche auch funktionelle Analysen durchfihren, um den Mechanismus von
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rs17505102 bezuglich der Modulation des ALL-Risikos besser verstehen zu lernen.
Weiterhin wurden zwei validierte nicht-synonyme SNPs im TP63-Gen nach “NCBI
dbSNP built 130 zur Genotypisierung in den Panels B und C ausgewahlt
(rs79939938 und rs77231541). Dabei stellte sich heraus, dass sie in unserer Kohorte

monomorph vorlagen und somit leider nicht informativ waren.

Das TP63-Gen - ein Mitglied der TP53-Gen-Familie - kodiert fur p63, das eine bedeu-
tende Rolle in der Embryonalentwicklung spielt. TP63 besitzt zwei Transkripti-
onsstartstellen. Die hierdurch bedingten zwei Isoformen tragen entweder die Trans-
aktivierungsdomane (TAp63) oder nicht (ANp63). Mause, die kein TP63-Gen tragen
(TP63-null), sterben innerhalb weniger Stunden nach der Geburt. Die Tiere zeigen
schwerwiegende Verluste von Gliedmalien sowie Anlagestdérungen einer breiten Pa-
lette von epithelialen Strukturen in verschiedenen Organsystemen, einschlief3lich
Haut, Brust und Urogenitalsystem. Die genannten Beobachtungen im Tiermodell
deuten insgesamt darauf hin, dass p63 als ein wichtiger Regulator von Stammzellei-
genschaften — wie z.B. Selbsterneuerung und Proliferation — in sich entwickelnden
Epithelien fungiert. Beim Menschen finden sich TP63-Mutationen mit ektodermaler
Dysplasie, Lippen-Kiefer-Gaumenspalten und anderen korperlichen Fehlbildungen,
aber nicht mit einer hdheren Tumorinzidenz verknupft. Im Einklang mit diesen Beob-
achtungen sind somatische Mutationen des TP63-Gens gegenwartig nur selten —
etwa bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen und chronisch-myeloischer Leukamie
(CML) — in humanen Krebszellen berichtet worden. Ahnlich verhalt es sich mit TP63-
Keimbahnvarianten — hier ist eine Assoziation (rs710521) bislang nur mit Blasen-
krebs beschrieben worden. Trotz der nur vereinzelt berichteten Verbindungen von
TP63 mit neoplastischen Erkrankungen beim Menschen, gibt es im Tiermodell Da-
ten, die eine potentielle Rolle von TP63 eindricklich unterstreichen. So entwickeln flr
TP63-Mutationen heterozygote Mause maligne Lasionen, was darauf hindeutet, dass
TP63 als Tumorsuppressor fungieren kann. Weiterhin sind in Mausen, die heterozy-
got fur Mutationen sowohl in TP53 als auch in TP63 sind, eine hohere Tumorlast und
starkere Metastasierung im Vergleich zu Mausen feststellbar, die nur heterozygot fur
TP53-Mutationen sind. Von besonderem Interesse fur unsere Studie ist ebenso die

Beschreibung von TAp63 in Verbindung mit einem anti-apoptotischen Signalweg,
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uber den in normalen B-Zellen sowie in chronisch lymphatischen Leukamiezellen
(CLL) das Uberleben der Zellen abhangig vom Zelloberflachenmolekiil CD74 regu-
liert wird. Bei der CLL fuhrt die Hochregulation von TAp63 zu verstarkter VLA-4-
Integrin-Expression, was letztlich die Migration und die Affinitat der Zellen zum Kno-

chenmark erhoht.

PTPRJ ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase vom Rezeptortyp. Sie findet sich in
Prozesse wie die normale Regulation von Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Zell-
teilung eingebunden, wurde aber auch im Zusammenhang onkogener Transformati-
on beschrieben. Somatische Mutationen im PTPRJ-Gen sind bei Darm-, Brust- und
Lungenkrebs beschrieben worden. Auf Ebene der Keimbahnvariation wurde ein spe-
zifischer PTPRJ-Haplotyp mit dem Brustkrebsrisiko assoziiert. Letzteres legt nahe,
dass PTPRJ-Keimbahnvarianten als Suszeptibilitatsallele fur Brustkrebs fungieren
konnen. Von besonderem Interesse fur die hier von uns berichteten Ergebnisse, zei-
gen Mause mit konstitutiv deletierter transmembrandser Doméane des PTPRJ-Gens
einen partiellen peripheren Block der B-Zell-Entwicklung. Heterozygote Mause zei-

gen dagegen keinen bemerkenswerten Phanotyp.

Die oben aufgefuhrte aktuelle Datenlage erlaubt zwar deutlich erkennbar einen mog-
lichen Zusammenhang von TP63 und PTPRJ sowohl mit der normalen B-Zell-
Entwicklung als auch mit der Entwicklung bdsartiger Tumoren herzustellen, |asst a-
ber nicht zu, genauere Mechanismen zu postulieren, wie die in unserer Studie ge-
fundene Keimbahnvariation von TP63 und PTPRJ die Anfalligkeit fur die ETV-
RUNX1-positive ALL im Kindesalter moduliert. Dieses bleibt vorerst spekulativ und
unterstreicht die Notwendigkeit fir nun durchzufihrende funktionelle Untersuchun-
gen. Letztere waren auch notwendig, um eine potentielle Modulation eines bislang
ungeklarten moglichen strahlungsassoziierten Risikos fur die ALL im Kindesalter

durch die neuen Suszeptibilitatsloci zu untersuchen.

Uber die gerade beschriebenen neuartigen Erkenntnisse hinaus konnten wir in unse-
rer Studie auch die funf bislang veroéffentlichten Suszeptibilitatsloci fur die ALL im
Kindesalter bestatigen: IKZF1, DDC, ARID5B, CEBPE und SIAT7C. Nominal signifi-
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kante P-Werte (P <0,05) wurden fur 1931.3, KCNMB2 und C12orf5 errechnet. Ob-
wohl unsere Studie eine statistische Kraft von mehr als 80% besal, um alle
SNPs/Loci zu identifizieren, die durch Papaemmanuil et al. und Trevino et al. berich-
tet wurden, konnten einige der bislang publizierten Loci von uns nicht repliziert wer-
den (RYR2, OR2C3, KCNE4, 6924.1, PARD3, KRTHB5, 18p11.32, ZNF230).

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse erstmalig, dass Keimbahnvariation spezifische
Risiken fur Subgruppen der ALL im Kindesalter vermitteln kann - in unserem Fall fur
die ETV6-RUNX1-positive ALL. Unsere Ergebnisse legen somit nahe, dass geneti-
sche Variation als Risikomodulator einerseits Ubergreifend fur die Gesamtheit der
ALL im Kindesalter, andererseits aber auch spezifisch beschrankt auf bestimmte

Subtypen von Bedeutung ist.

Die Ergebnisse des Vorhabens wurden im Jahr 2012 in der Zeitschrift Leukemia ver-
offentlicht (Ellinghaus, E. et al. 2012).
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