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Abstract

B-cel precursor acute lymfoblastische leukemie (BCP-ALL) is een kwaadaardige
hematologische aandoening waarbij de voorlopers van de B-lymfocyten overmatig prolifereren.
Recent werd aangetoond dat verschillende submicroscopische DNA copy-number afwijkingen
(CNA’s) een belangrijke rol spelen in de prognose van BCP-ALL-patiénten. Daarom zoekt het
Centrum Menselijke Erfelijkheid naar een diagnostische test voor de opsporing van deze
afwijkingen.

De MLPA- (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) assay is een betrouwbare,
robuuste techniek waarmee gelijktijdig afwijkingen in meerdere targets opgespoord worden. In
deze masterproef wordt de SALSA MLPA probemix P335-B1 ALL-IKZF1 van MRC Holland
uitgetest voor de opsporing van CNA’s bij BCP-ALL. Deze assay detecteert afwijkingen in
IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 en genen van de PAR1-regio (CRLF2, CSF2RA,
IL3RA). Na de optimalisatie wordt de assay grondig gevalideerd op juistheid, robuustheid en
betrouwbaarheid aan de hand van intra-run en inter-run variabiliteit.

De geteste MLPA-assay blijkt correct, robuust en betrouwbaar en levert zo nuttige informatie
omtrent de prognose en kans op therapiefalen bij BCP-ALL. Op basis van deze gegevens wordt
de test geimplementeerd in de diagnostische work-up van deze patiénten.






Abstract in English

B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) is a malignant hematological
disorder, characterized by excessive proliferation of the B-lymphocyte precursor cells . It has
recently been demonstrated that various submicroscopic DNA copy-number variations
(CNV’s) play an important role in the prognosis of patients with BCP-ALL. Therefore, the
Centre for Human Genetics aims to find a new diagnostic test for detecting these variations.

The MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) assay is a reliable and robust
technique that can detect variations in multiple targets at the same time. In this master thesis,
the SALSA MLPA probemix P335-B1 ALL-IKZF1 from MRC Holland is tested to identify
CNV’sin BCP-ALL. This assay is designed to pick-up variations in IKZF1, CDKN2A/B, PAXS5,
ETV6, BTG1, RB1 and genes of the PAR1 region (CRLF2, CSF2RA, IL3RA). After
optimisation, the assay is thoroughly validated by checking the accuracy, robustness and
reliability using inter- and intra-run variability.

The tested MLPA assay robustly generates accurate results and thus provides useful
information about the prognosis and the risk of treatment failure in BCP-ALL. Based on these
data, the test can implemented in the diagnostic work-up of these patients.






1 Inleiding

1.1Situering

Tijdens mijn masterjaar industriéle wetenschappen optie biochemie aan de faculteit industriéle
ingenieurswetenschappen campus Diepenbeek werd mij de mogelijkheid geboden om mijn
masterproef uit te voeren bij het Centrum Menselijke Erfelijkheid in UZ Leuven (CME).

Het opzet van deze masterproef is het op punt stellen van een nieuwe test voor de diagnose van
BCP-ALL (B-cel precursor acute lymfoblastische leukemie). ALL is een kwaadaardige
aandoening van de lymfoide voorlopercellen, die zowel voorkomt bij kinderen als bij
volwassenen. In driekwart van de gevallen gaat het om B-cel precursor ALL waarbij de
voorlopers van de B-lymfocyten overmatig prolifereren. Deze voorlopercellen hebben niet
meer het vermogen om te differentiéren tot rijpe lymfocyten waardoor er grote aantallen
lymfoblasten in het bloed ontstaan. De ziekte heeft een hoge prevalentie bij 2- tot 5-jarigen.
Hoewel het de meest voorkomende kanker is bij kinderen, geneest meer dan 80 %. Het
gemiddelde overlevingspercentage bij volwassenen is slechts 45 %. [1], [2], [3]

ALL is een heterogene ziekte die gekenmerkt wordt door een grote verscheidenheid aan
chromosomale afwijkingen. Deze afwijkingen zijn meestal al jaren voor het ontstaan van de
leukemie aanwezig, wat er op wijst dat bijkomende afwijkingen nodig zijn om de leukemie te
induceren. [4]

Door het gebruik van hoge resolutie genoombrede analyses werden verschillende nieuwe
afwijkingen ontdekt die niet eerder in verband gebracht zijn met ALL. Het gaat over
afwijkingen (puntmutaties, deleties, amplificaties en structurele herschikkingen) in genen die
betrokken zijn bij de regulatie van de lymfoide ontwikkeling en differentiatie. Deze nieuwe
inzichten hebben geleid tot de differentiatie in verschillende ALL-subtypes op basis van
structurele  herschikkingen, submicroscopische DNA copy-number afwijkingen en
verschillende mutaties. De identificatie van de verschillende chromosomale afwijkingen is niet
enkel van belang voor het stellen van de diagnose maar ook voor het inschatten van de prognose
en de kans op therapiefalen. Aan de hand van het subtype wordt een risicostratificatie voor de
behandeling uitgevoerd. Deze risicostratificatie bepaalt op basis van de kans op therapiefalen
welke behandelingsintensiteit nodig is. Daarnaast laat de indeling in verschillende subtypes de
toepassing van meer doelgerichte behandelingen toe. [3], [5]

1.2 Probleemstelling

Op dit moment worden in het CME voor de diagnose en follow-up van BCP-ALL naast
karyotypering verschillende moleculaire testen uitgevoerd.

Met behulp van een kwantitatieve real-time PCR (RQ-PCR) worden de fusietranscripten van
vier verschillende translocaties opgespoord die in BCP-ALL worden teruggevonden. Het gaat
hier over t(9;22) (BCR-ABL1), t(1;19) (TCF3-PBX1), t(12;21) (ETV6-RUNX1) en t(4;11)
(MLL-AF4). Door deze (en andere) chromosomale translocaties worden de regulatoren of
coderende regio’s van verschillende transcriptiefactoren die een rol spelen in de bloedaanmaak
herschikt. Het afwijkende genproduct kan dan interfereren met de normale groei, differentiatie



en overleving van de voorlopercellen. Zoals te zien is in onderstaande figuur omvatten deze
translocaties naast aneuploidie de grootste groep chromosomale afwijkingen in BCP-ALL. [6]

Hypodiploidy B-Cell Lineage
45 chromosomes

E2A-PBX1 t(8;14),t(2:8)

T-Cell Lineage

Figuur 1: Frequentie van de chromosomale afwijkingen bij een populatie van kinderen met BCP-ALL [6]

Daarnaast wordt onderzoek gevoerd naar de Igk- en IgH-genherschikkingen. Dit gebeurt met
behulp van een PCR gevolgd door fragmentanalyse. Tijdens de vroege differentiatie van de B-
cellen vinden verschillende herschikkingen plaats in de V- (variabele), D- (diversity) en J-
(joining) genen in de immunoglobulinegenloci. Deze herschikkingen liggen aan de basis van
de grote diversiteit in immunoglobulinen. In het geval van BCP-ALL worden hoofdzakelijk
herschikkingen van het Igk-gen teruggevonden. De reden hiervoor is dat de recombinatie van
Igk begint in de precursor B-cellen. Omdat er bij één derde van de patiénten met BCP-ALL ook
TCR herschikkingen voorkomen, worden in de diagnostische work-up ook T-cel receptor
herschikkingen geanalyseerd. Dit gebeurt eveneens met PCR gevolgd door fragmentanalyse.

[7], [8]

Door de nieuwe inzichten omtrent de rol van de submicroscopische DNA copy-number
afwijkingen in BCP-ALL is het nodig dat het CME een nieuwe test in gebruik neemt om deze
afwijkingen op te sporen. De MLPA- (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplificatie) assay
is een geschikte techniek voor de opsporing van de belangrijkste copy-number afwijkingen die
voorkomen bij BCP-ALL. Met deze bijkomende informatie kan er een veel betere inschatting
gemaakt worden over de prognose en risicostratificatie. Hierdoor kan de arts een betere keuze
maken voor de behandeling, wat de kans op herval doet dalen. [3]

1.3 Doelstellingen

Het hoofddoel van deze masterproef is het uittesten van een MLPA-assay om de moleculaire
diagnostische work-up van BCP-ALL te verbeteren.

Eerst en vooral wordt bekeken wat de meerwaarde is om de MLPA-assay te gebruiken als
diagnostische test. Hierbij wordt nagegaan wat de voor- en nadelen zijn van deze test.

Ten tweede wordt gecontroleerd of het bestaande MLPA protocol nog geoptimaliseerd moet
worden. Als vertrekpunt voor de uitvoering van de assay wordt het constitutionele protocol
16



gebruikt. In het CME wordt deze techniek namelijk al jaren gebruikt bij de moleculaire
diagnostiek van aangeboren aandoeningen voor o0.a. borstkanker en colonkanker.

Vervolgens wordt een MLPA-kit uitgetest op een reeks BCP-ALL-patiénten en negatieve
controles. Er wordt gekeken of er afwijkingen aanwezig zijn en wat de meerwaarde is om deze
test uit te voeren als routinetest in de diagnostiek.

Tot slot vindt na de optimalisatie, de validatie van de MLPA-kit plaats. Een aandachtspunt
hierbij is dat de gebruikte MLPA-kit niet CE-gelabeld is. Vermits het labo voor moleculaire
diagnostiek van kwaadaardige aandoeningen een geaccrediteerd laboratorium is, is het van
groot belang dat de kit aan een grondige validatie onderworpen wordt. Na een geslaagde
validatie kan de implementatie in het laboratorium plaatsvinden.

1.4 Materiaal & methode

De MLPA-assay staat bekend als een robuuste techniek voor de detectie van verschillende
copy-number afwijkingen met één enkele reactie. Het is een snelle multiplex amplificatie
gebaseerd op PCR, waarbij met één enkele test 40 tot 50 verschillende targetsequenties
gekwantificeerd kunnen worden. Het is zelfs mogelijk om op basis van één enkele nucleotide
een onderscheid te maken tussen de verschillende sequenties. Voor de detectie van copy-
number afwijkingen bij BCP-ALL zijn er verschillende commerciéle Kits beschikbaar bij MRC
Holland. Onze keuze is uitgegaan naar de SALSA MLPA probemix P335-B1 ALL-IKZF1. De
probemix is ontwikkeld om copy-number afwijkingen op te sporen die frequent voorkomen bij
BCP-ALL en gerelateerd zijn met een slechte prognose. De genen waar de copy-number
afwijkingen in opgespoord worden zijn IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, EBF1, ETV6, BTG1, RB1
en genen van de PAR1-regio (CRLF2, CSF2RA, IL3RA). [9], [10]

Van het begin tot het einde verloopt het protocol van de MLPA-assay in één tube (one-tube
protocol). Het protocol van de MLPA-assay (zie figuur 2) kan onderverdeeld worden in drie
stappen. De eerste stap omvat de denaturatie van het DNA en de hybridisatie van de MLPA-
probes aan de complementaire doelwitsequentie. Elke MLPA-probe bestaat uit twee
oligonucleotide probes die naast elkaar moeten hybridiseren om een succesvolle ligatie te
verkrijgen. In de tweede stap worden de twee naast elkaar liggende gehybridiseerde probes
geligeerd tot één enkele MLPA-probe. Het zijn dan deze geligeerde probes die geamplificeerd
worden gedurende de derde stap waarin een PCR-reactie plaatsvindt met fluorescerende
gelabelde primers. In tegenstelling tot de standaard multiplex PCR is maar één enkel PCR-
primerpaar nodig. De fragmenten gevormd tijdens de PCR worden dan gescheiden volgens
grootte met capillaire elektroforese. De hoeveelheid fragmenten die gevormd werden tijdens de
PCR-reactie is afhankelijk van de hoeveelheid targetsequentie die aanwezig was in het DNA-
staal. Tijdens de data-analyse gebeurt de kwantificatie van de verschillende fragmenten. De
analyse van de resultaten gebeurt met behulp van de Genemarker software. De resultaten van
de patiénten worden steeds vergeleken met een negatieve controle. Als negatieve controle wordt
een DNA-staal gebruikt met een normaal copy-number voor de betrokken genen. Voor elke
MLPA-probe wordt nagegaan of er een verschil is in piekoppervlakte tussen de negatieve
controle en de patiént. [10], [11]
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1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y

; J.mw sequence

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)

2. Ligation

TR

3. PCR with universal primers X and Y
exponential amplification of gated probes only

>
<

4. Fragment analysis

|

Figuur 2: Principe van de MLPA-assay [11]
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Nadat de literatuurstudie het belang van de opsporing van CNA’s bij de diagnostiek van BCP-
ALL heeft aangetoond wordt de MLPA-assay aan een optimalisatie en validatie onderworpen.
Voor de MLPA-assay wordt gebruik gemaakt van DNA-stalen van patiénten geéxtraheerd uit
bloed of beenmerg. Tijdens de optimalisatie wordt gezocht naar een geschikt protocol en
analysemethode voor deze probemix. Daarnaast wordt de bruikbaarheid van verschillende
patiénten en DLD1-cellijn uitgetest als referentiestaal. Hiervoor worden patiénten gebruikt
zonder afwijkingen in de onderzochte genregio’s. Vervolgens wordt de validatie van de MLPA-
assay uitgevoerd door de juistheid, robuustheid en betrouwbaarheid aan de hand van een inter-
run en intra-run variatie na te gaan.
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2 Literatuurstudie

2.1Leukemie
2.1.1 Inleiding

De hematopoiese of bloedcelvorming begint in het beenmerg en staat in voor de aanmaak van
witte bloedcellen, rode bloedcellen en bloedplaatjes. Alle bloedcellen worden gevormd uit
pluripotente hematopoietische stamcellen die zichzelf in stand kunnen houden door
ongelimiteerde celdeling en daarnaast kunnen differentiéren tot de verschillende soorten rijpe
bloedcellen. In de onderstaande figuur wordt een schematisch overzicht gegeven van de
hematopoiese. [12]
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Figuur 3: De hematopoiese [13]

Kanker ontstaat doordat een lichaamseigen cel ongecontroleerd begint te delen en zo aanleiding
geeft tot een groep van identieke cellen. Leukemie is een vorm van kanker die gekenmerkt
wordt door een ongecontroleerde groei van witte bloedcellen (WBC) die begint in het beenmerg
en zich van daaruit verspreidt naar het bloed, de lymfoide organen, lever en milt. Een
kwaadaardige kanker is een kanker waarbij de kankercellen zich via het bloed uitspreiden over
het lichaam. Hierdoor is leukemie per definitie kwaadaardig hoewel het verloop van een
leukemie indolent tot zeer agressief kan zijn. [1]

De WBC worden onderverdeeld in drie groepen namelijk granulocyten, monocyten en
lymfocyten. De granulocyten en monocyten zijn afkomstig van een gemeenschappelijke
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myeloide voorlopercel en behoren zo tot de myeloide lijn. De monocyten vertonen in
tegenstelling tot de granulocyten geen korrels in hun cytoplasma. De granulocyten worden op
basis van de kleur van de korrels verder onderverdeeld in neutrofiele, eosinofiele en basofiele
granulocyten. De derde groep WBC zijn de lymfocyten. Zij worden gevormd uit een
lymfatische voorlopercel en behoren dus tot de lymfoide lijn. In de lymfoide lijn worden drie
celtypes onderscheiden: natural killer-cellen en T- en B-lymfocyten. [12]

Leukemie ontstaat doordat de voorlopercellen van de WBC tijdens de celdelingen fouten in het
DNA verwerven. Door deze fouten verandert de voorlopercel in een kwaadaardige kankercel,
die overmatig gaat prolifereren en een verstoorde differentiatie vertoont. Dit leidt tot een
toename in het aantal blasten in het beenmerg. Een normale blast differentieert verder tot een
rijpe bloedcel en migreert naar de bloedbaan. Leukemische blasten stapelen op in het beenmerg
wat zorgt voor een vertraging van de bloedaanmaak en een tekort aan RBC, WBC en
bloedplaatjes. De respectievelijke gevolgen hiervan zijn het verminderde transport van zuurstof
en voedingsstoffen, hogere gevoeligheid voor infecties en verstoring van de bloedstolling. Na
verloop van tijd gaan de opgehoopte leukemische blasten zich begeven naar de bloedbaan en
andere organen. [2]

2.1.2 Genetische afwijkingen

Gedurende de obligate replicatie van het DNA tijdens de celdeling maar ook onder invloed van
endogene en exogene mutagenen ontstaan er afwijkingen (=mutaties) in het DNA. De
verschillende soorten afwijkingen zijn structurele chromosomale afwijkingen (translocaties)
die de expressie van een gen beinvloeden of zorgen voor de vorming van een hybride fusiegen,
numerieke chromosoomafwijkingen (hyper- of hypodiploidie) en mutaties zoals puntmutaties,
inserties, deleties en amplificaties. [14]

Wanneer deze genetische afwijkingen plaats vinden in genen die instaan voor de proliferatie en
differentiatie van de voorlopercellen, dan wordt de groei en maturatie van de cellen verstoord.
Omdat er meerdere mutaties nodig zijn om een lichaamseigen cel te transformeren tot een
leukemische cel, komt leukemie voornamelijk voor bij oudere personen. Leukemie kan ook
voorkomen bij kinderen maar dan wordt er al een eerste genetische afwijking verworven in de
uterus. [15] Alle cellen die uit een leukemiecel ontstaan hebben dezelfde DNA-afwijkingen.
Een dergelijke populatie van identieke leukemische cellen wordt een kloon genoemd. [16], [17]

Bij de genen die instaan voor de proliferatie wordt een onderscheid gemaakt tussen oncogenen
en tumorsuppressorgenen. Oncogenen coderen voor eiwitten die de groei van de cellen
stimuleren. Tumorsuppressorgenen daarentegen zijn genen waarvan het product de groei van
de cellen afremt. Op moleculair niveau is het grote verschil dat bij een oncogen een afwijking
in één van beide allelen voldoende is om de eiwitfunctie te verstoren terwijl bij een
tumorsuppressorgen beide allelen aangetast moeten zijn. Het gevolg van mutaties in deze genen
is een ongecontroleerde proliferatie van de cel door een toegenomen groeistimulatie (oncogen)
of een afgenomen groei-inhibitie (tumorsuppressorgen). [14]
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2.1.3 Classificatie

In eerste instantie wordt een onderscheid gemaakt tussen acute en chronische leukemie. Bij een
acute leukemie rijpen de leukemische cellen niet uit. Dit zorgt voor een ophoping van immature
blasten in het beenmerg en een tekort aan rijpe witte bloedcellen in het bloed. Bij een chronische
leukemie daarentegen behouden kwaadaardige cellen hun vermogen om te differentiéren tot
mature bloedcellen. Een acuut leukemisch ziekteproces verloopt veel sneller dan een chronisch.
In onderstaande tabel wordt een kort overzicht gegeven van het onderscheid tussen acute en
chronische leukemie. [18]

Tabel 1: Verschil tussen acute en chronische leukemie [19]

Acute leukemie Chronische leukemie
Leeftijd Alle leeftijden (ALL vnl. | Volwassenen

bij kinderen, AML wvnl.

bij volwassenen)
Begin Plots Sluipend
Overleving (zonder behandeling) | <6 maanden 2-6 jaar
Leukemische cellen Immatuur Matuur
Anemie Mild tot ernstig Mild
Trombopenie Mild tot ernstig Mild
WBC Variabel Verhoogd
Organomegalie Mild Prominent

Daarnaast wordt een onderscheid gemaakt op basis van het type witte bloedcel waaruit de
leukemie ontstaat: als het gaat om een voorlopercel uit de myeloide lijn spreekt men van een
myeloide leukemie; als het gaat om een cel uit de lymfoide lijn spreekt men van lymfoide
leukemie. [20]

Op basis hiervan worden er vier grote leukemische groepen onderscheiden:

1) Acute lymfoblastische leukemie (ALL),
2) Chronische lymfoide leukemie (CLL),
3) Acute myeloide leukemie (AML),

4) Chronische myeloide leukemie (CML).

Deze worden elk nog verder onderverdeeld maar dit valt buiten de scope van dit werk. In deze
masterproef wordt er enkel ingegaan op de acute lymfoblastische leukemién (ALL), meer
specifiek op B-cel precursor ALL.

2.2 Acute lymfoblastische leukemie
2.2.1 Inleiding

Acute lymfoblastische leukemie (ALL) is een kwaadaardige neoplasie van lymfocyten die net
als alle andere leukemién ontstaat uit één enkele cel en die gekenmerkt wordt door de
accumulatie van immature lymfoide cellen (lymfoblasten). Dit resulteert in de onderdrukking
van de normale bloedaanmaak en de infiltratie van leukemische cellen in verschillende
extramedullaire plaatsen. [21] De ALL cellen worden gezien als een kwaadaardige populatie
van de normale voorlopercellen van de lymfoide lijn. [15]
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ALL is de meest voorkomende kanker bij kinderen maar bij adolescenten en volwassen is het
eerder zeldzaam. De laatste jaren is er een significante vooruitgang geboekt in de behandeling
van ALL met meer doelgerichte therapieén en een risicostratificatie die de behandeling
voorafgaat. Bij kinderen steeg zo de algemene overlevingsgraad tot 85 % hoewel de kans op
overleving aanzienlijk afneemt bij toenemende leeftijd, met uitzondering van kinderen onder 1
jaar die een slechte prognose hebben (zie figuur 4). Ook de overleving bij volwassenen is
verbeterd, maar met een lange termijn overleving van 45 % is deze nog beduidend lager dan bij
kinderen. [22]
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Figuur 4: Kaplan-Meier analyse van de kans op overleving bij kinderen met ALL volgens de leeftijd waarop de diagnose werd
gesteld [23]

De symptomen worden veroorzaakt door de onderdrukking van de normale bloedaanmaak wat
leidt tot anemie (tekort aan RBC), neutropenie (tekort aan neutrofielen) en trombocytopenie
(tekort aan bloedplaatjes). Typische symptomen zijn vermoeidheid, gewichtsverlies,
nachtzweten, bleekheid, kortademigheid, botpijn, koorts en bloedingen. Daarnaast infiltreren
de leukemische blasten in verschillende extramedullaire organen (lymfeklieren, milt, lever) wat
aanleiding geeft tot lymfadenopathie, hepatomegalie of splenomegalie. In een klein aantal
gevallen wordt ook het centraal zenuwstelsel aangetast met hoofdpijn, lethargie en craniale
zenuwstoornissen tot gevolg. Jonge kinderen hebben het meestal moeilijk om te stappen door
de bot- en gewrichtspijn veroorzaakt door de infiltratie van de lymfoblasten in de botten en
gewrichten en de expansie van het beenmerg. [24], [25]

Er wordt een onderscheid gemaakt tussen ALL van T-cellen en ALL van B-cellen. De
prevalentie van B-cel ALL ligt veel hoger dan T-cel ALL. De prevalentie van B-cel ALL is bij
kinderen 85 % tegenover 75 % bij volwassenen. In het vervolg van dit werk wordt er enkel
dieper ingegaan op B-cel ALL. [3]

2.2.2 Risicofactoren

De precieze oorzaken die leiden tot de ontwikkeling van ALL zijn, net als voor de meerderheid
van de leukemién, slecht gekend. In minder dan 5 % van de gevallen is er een associatie met
een erfelijk genetisch syndroom (0.a. het syndroom van Down en Bloom’s syndroom) of met
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blootstelling aan ioniserende straling of chemotherapeutica. Daarnaast zijn er tal van oorzaken
die mogelijk een verhoogd risico op ALL tot gevolg hebben zoals de blootstelling aan
pesticiden, solventen of magnetisch velden, hoog geboortegewicht, de voeding van de moeder,
prenataal vitaminegebruik en het alcohol en tabak gebruik van de moeder. [2]

2.2.3 Diagnose en classificatie
Morfologie & cytochemie

De morfologische herkenning van de lymfoblasten in bloed en beenmerg is een belangrijk
kenmerk om een onderscheid te maken tussen AML en ALL. Een lymfoblast heeft een diameter
van 10 — 20 um met een ronde-ovale kern die gekenmerkt is door een fijn chromatine patroon
en 1-2 nucleoli. De N/C ratio is gelegen tussen 7:1 en 5:1. Dit wil zeggen dat bij een lymfoblast
de nucleus 7 a 5 maal groter is dan het cytoplasma van de cel. Het cytoplasma heeft een smalle
rand en is licht tot sterk basofiel in afwezigheid van korrels. In sommige gevallen zijn er
verschillende vacuolen in het cytoplasma terug te vinden. Een typisch microscopisch
bloedbeeld van ALL is hieronder weergegeven. [19]

Figuur 5: Typische bloedbeeld van ALL [19]

De French American British (FAB) classificatie maakt op basis van de uiterlijke kenmerken
van de lymfoblasten een onderscheid tussen drie types B-ALL.

Tabel 2: FAB-classificatie van acute lymfoblastische leukemie [19]

FAB-classificatie Kenmerken Prevalentie

L1 Kleine cellen met | 25-30 % bij volwassenen met
regelmatige nucleaire vorm, | ALL
homogeen Chromatine’ 85 % blj kinderen met ALL

kleine of afwezige kern en
schaars cytoplasma

L2 Cellen met een grote en/of | 70 % bij volwassenen met
gevarieerde  vorm  met | ALL

onregelmatige nucleaire | 14 % bij kinderen met ALL
vorm, heterogeen chromatine
en een grote nucleolus
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L3 Grote cellen met vacuolen in | Zeldzaam type (in 1-2 % van
het cytoplasma en liggend | de gevallen)
over de kern

Deze classificatie wordt momenteel nog maar weinig gebruikt en is vervangen door de WHO
(World Health Organization)-classificatie. De redenen hiervoor zijn dat type 1 & 2 moeilijk te
onderscheiden zijn van elkaar en dat ze niet gelinkt kunnen worden aan klinische symptomen,
prognoses en genetische afwijkingen. De WHO-classificatie daarentegen is gebaseerd op
morfologische, immunologische, cytogenetische en moleculaire analyses. Ze heeft dan ook
geleid tot betere inzichten in de prognose en het therapeutische beleid van B-ALL. In
onderstaande tabel wordt de WHO-classificatie van B-ALL weergegeven. [19]

Tabel 3: WHO-classificatie van B-cel acute lymfoblastische leukemie [26]

B lymphoblastic leukemia/lymphoma

B lymphaoblastic leukemia/lymphoma, NOS

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with recurrent genetic abnormalities
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(9;22)(q34;q11.2);BCR-ABL 1
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(v;11923);MLL rearranged
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(12;21)(p13;922) TEL-AML1
(ETV6-RUNX1)
B lymphablastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hypodiploidy
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(5;14)(q31;932) IL3-IGH
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Voor de classificatie van leukemie spelen cytochemische kleuringen ook een rol.
Cytochemische kleuringen zijn gebaseerd op de aanwezigheid van enzymen in de bloedcellen.
Het principe is om met een substraat de aanwezigheid van specifieke enzymen aan te tonen
m.b.v. een kleurreactie. Een veelgebruikte cytochemische kleuring is de myeloperoxidase
(POX) kleuring. POX is een enzym dat enkel voorkomt in de cellen van de granulocytaire en
monocytaire lijn. De cellen van de lymfoide lijn zijn negatief voor POX. [25]

Immuunfenotypering

Bij immuunfenotypering worden bepaalde antigenstructuren op het celmembraan van de
leukemische cel opgespoord met specifieke monoclonale antistoffen. De verschillende
antistoffen worden ingedeeld in clusters volgens verwantschap: Cluster of Differentiation (CD).
Elk cluster krijgt een volgnummer toegewezen. Het antigen dat reageert met een bepaalde
antistof wordt het CD-antigen genoemd. De CD-antigenen kunnen geassocieerd worden met
een bepaald celtype, een differentiatiestadium of een functionele toestand. [12]

Op basis van de CD-antigenen kan er makkelijk een onderscheid gemaakt worden tussen AML
en ALL. Specifieke antistoffen voor de myeloide lijn zijn CD13, CD33 en cytoplasmatisch
myeloperoxidase. Bij ALL kan er dan verder onderscheid gemaakt worden tussen de T- en B-
cellijn. Voor T-cellen zijn CD2, CD3 en CD7 specifieke merkers terwijl CD19, CD22 en
CD79a specifiek zijn voor B-cellen.
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In de onderstaande figuur wordt de differentiatie van de lymfoide lijn tot rijpe lymfocyten
samen met de aanwezige merkers weergegeven.

Lymfatische antigene markers
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Figuur 6: Differentiatie van de lymfoide lijn met de antigene markers [27]

De maturatie van de hematopoietische stamcel tot rijpe B-lymfocyten is onderverdeeld in
verschillende stadia die gekenmerkt worden door de expressie van oppervlakteantigenen, het
expressiepatroon van cellulaire 1g proteinen en de Ig genherschikkingen. In de onderstaande
tabel wordt beknopt de immuunfenotypische classificatie van B-ALL weergegeven.
Immuunfenotypering is zowel van belang bij het stellen van de diagnose als bij het opsporen
van recidief na behandeling. [25], [28]

Tabel 4: Subtypes van B-ALL [28]

ALL Subtype CD19 | CD22 | cCD79a | CD10 | cu | Surface
Ig
B-cell precursor | Pro-B + + + - - -
Common B-ALL | + + + + - -
Pre-B + + + +/- + |-
Mature B-cell (Burkitt’s lymfoom) | + + + +/- +- |+

Genetische analyse

Chromosoomafwijkingen zijn een algemeen kenmerk van acute lymfoblastische leukemie.
Zowel afwijkingen in het aantal chromosomen als structurele afwijkingen zijn mogelijk. Deze
afwijkingen spelen een belangrijke rol in de diagnose en behandeling van ALL. [12]
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Bij afwijkingen in het aantal chromosomen komen er bepaalde chromosomen meer
(hyperdiploidie) of minder (hypodiploidie) voor. Dit leidt tot te weinig of te veel genetische
informatie. VVooral hyperdiploidie is een veelvoorkomende afwijking bij kinderen met B-ALL.
Het opsporen van deze afwijkingen kan gebeuren m.b.v. cytogenetische technieken zoals
karyotypering of fluorescente in situ hybridisatie (FISH). Bij karyotypering worden de cellen
in mitose gebracht, de chromosomen vervolgens uitgespreid op een glaasje, gekleurd en
microscopisch gefotografeerd. EIk chromosoom heeft een karakteristieke grootte, structuur en
GC-bandenpatroon waardoor het mogelijk is om ze te rangschikken en afwijkingen in aantal en
structuur vast te stellen. Met deze techniek wordt er enkel gekeken op het niveau van de
chromosomen. De nadelen van deze techniek is dat hij zeer tijdrovend is en dat de resolutie
slechts 5 Mb bedraagt. Bij FISH worden fluorescent gelabelde probes gebruikt die
complementair zijn aan de regio van interesse. Bijgevolg is FISH een gevoeligere techniek dan
karyotypering waarbij ook kleinere mutaties opgespoord kunnen worden. Onder een
fluorescentiemicroscoop worden dan de gebonden probes geanalyseerd. [25]

Daarnaast zijn er ook structurele chromosoomafwijkingen. Mogelijke afwijkingen zijn
inversies, inserties, deleties, duplicaties en translocaties. Een inversie is een afwijking waarbij
een stukje chromosoom wel op de juiste plaats zit maar 180° gedraaid werd en zo in de
omgekeerde richting staat. Bij een insertie of een deletie wordt er een extra stukje DNA
toegevoegd of verwijderd. Duplicaties zijn afwijkingen waarbij er een stukje chromosoom in
de juiste oriéntatie verdubbeld wordt. Een reciproke translocatie ontstaat doordat er tijdens de
celdeling breuken in het DNA optreden die foutief hersteld worden. Hierdoor worden twee
stukken DNA van twee niet-homologe chromosomen met elkaar verwisseld wat de genen
gelegen in deze chromosomale regio’s beinvloedt (zie figuur 7). [2]

Chromosome 9 Philadelphia Chromosome 22
Chromosome
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ABL ﬁ gene
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Figuur 7: Reciproke translocatie die voorkomt in B-ALL namelijk t(9;22) [29]

Reciproke translocaties komen zeer frequent voor bij ALL en omvatten meestal genen die
coderen voor transcriptiefactoren die een rol spelen bij de hematopoiese. Een transcriptiefactor
is een eiwit dat de expressie van bepaalde genen beinvloedt door binding aan de specifieke
genpromotor. Afhankelijk van de soort factor (activator/repressor) wordt er gezorgd voor meer
of minder transcriptie van dat gen. Een translocatie kan op twee manieren een transcriptiefactor
beinvloeden. Enerzijds kan de transcriptiefactor door een translocatie onder controle komen te
staan van een enhancer element van een gen met een hoge transcriptie. Een andere manier is
het ontstaan van een fusie tussen de transcriptiefactor en een ander gen waardoor een chimere
transcriptiefactor met een andere functie ontstaat. [14]
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Met moleculaire technieken (o.a. real-time PCR) kunnen afwijkingen tot op het niveau van een
individuele DNA base in beeld worden gebracht. Doordat kleine al dan niet structurele
chromosomale veranderingen kunnen worden opgepikt is de gevoeligheid van deze technieken
groter dan bij cytogenetische methoden.

In onderstaande figuren worden de meest voorkomende afwijkingen bij ALL weergeven.
Hierbij is duidelijk te zien dat de chromosoomafwijkingen sterk variéren met de leeftijd. Bij
stijgende leeftijd is er een daling in prognostisch gunstige genetische afwijkingen (bv.
hyperdiploidie) en een toename in prognostisch ongunstige afwijkingen (bv. BCR-ABL1 t
(9;22)). Het overlevingspercentage bij volwassen ligt dan ook lager dan bij kinderen. [3], [22]

De grote chromosoomafwijkingen worden vaak al jaren voor het ontstaan van de leukemie
teruggevonden. Dit wijst erop dat bijkomende submicroscopisch DNA-afwijkingen nodig zijn
om tezamen leukemie te veroorzaken. [22], [30]
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Figuur 8: Incidentie van de verschillende chromosoomafwijkingen die voorkomen bij kinderen met ALL [6]
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2.3 B-cel precursor acute lymfoblastische leukemie
2.3.1 Inleiding

B-cel precursor ALL (BCP-ALL) is het meest voorkomende type van ALL en treft vooral
kinderen onder de 15 jaar. De laatste jaren is de overlevingsgraad van patiénten met BCP-ALL
sterk toegenomen door de ontwikkeling van gerichte therapieén en de introductie van
risicostratificatie waarbij de intensiteit van de behandeling wordt afgestemd op het risico op
therapiefalen. De risicostratificatie voor de behandeling wordt gemaakt op basis van de leeftijd,
het aantal witte bloedcellen, de cytogenetica en het antwoord op de behandeling. [2]

B-cel precursor ALL is een heterogene ziekte die gekenmerkt wordt door een brede waaier aan
genetische afwijkingen zoals translocaties, DNA copy-number afwijkingen en mutaties.
Bovendien zijn bepaalde genen betrokken in meerdere types van genetische veranderingen. [5],
[21]

De meest voorkomende genetische afwijkingen in BCP-ALL zijn recurrente grote
chromosoomafwijkingen. Daarnaast zijn ook submicroscopische DNA veranderingen die onder
meer leiden tot copy-number afwijkingen frequent aanwezig. In onderstaand schema wordt de
rol van deze genetische afwijkingen in het ontstaan van B-ALL weergegeven.
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Figuur 10: Pathogenese van BCP-ALL [3]

28



2.3.2 Chromosoomafwijkingen

In 70 % van de kinderen en in 50 % van de volwassenen met BCP-ALL wordt een
chromosoomafwijking gevonden die klinisch relevant is. [31]

Op basis van de aanwezige chromosoomafwijking worden de patiénten onderverdeeld in
cytogenetische groepen. In onderstaande figuur wordt de prevalentie van de verschillende
cytogenetische groepen bij kinderen met BCP-ALL weergegeven. [32]
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Figuur 11: Weergave van de prevalentie van cytogenetische groepen die voorkomen bij kinderen met BCP-ALL [22]

In onderstaande figuur is te zien dat de prevalentie van de verschillende cytogenetische groepen
sterk afhankelijk is van de leeftijd. Zo zal de prevalentie van t(9;22) toenemen bij stijgende
leeftijd en de prevalentie van hoge hyperdiploidie en ETV6-RUNX1 dalen met stijgende
leeftijd.
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Figuur 12: Weergave van de variatie van cytogenetische groepen met de leeftijd [22]

In de volgende alinea’s volgt een verdere toelichting van de negen meest voorkomende
cytogenetische groepen.
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Groep 1: hoge hyperdiploidie

Hoge hyperdiploidie is globaal de meest voorkomende chromosomale afwijking met een
frequentie van 20-30 % bij kinderen en 10 % bij volwassenen. Bij deze groep wordt er met
karyotypering of FISH een overmaat aan chromosomen (51-67 chromosomen) gedetecteerd.
De meest voorkomende afwijkingen zijn trisomieén en tetrasomieén van chromosoom X, 4, 6,
8, 10, 14, 17, 18 en 21. Hyperdiploidie is meestal al aanwezig bij de geboorte, maar het duurt
dan nog enkele jaren vooraleer de leukemie zich ontwikkelt onder invloed van bijkomende
mutaties zoals amplificaties, microdeleties en puntmutaties. [33], [34]

Het pathologisch gevolg van een chromosomenexces is nog niet volledig begrepen, maar alles
wijst erop dat doseringseffecten van genen gelegen op de extra chromosomen een belangrijke
rol spelen. Patiénten met hyperdiploidie hebben een goede prognose. Slechts 20 % van de
patiénten hervalt maar dit herval is wel geassocieerd met een slechte prognose. [35], [36]

Groep 2: hypodiploidie

De frequentie van hypodiploide ALL is bij kinderen 1 % maar bij volwassen stijgt de frequentie
tot 30 %. Hypodiploide ALL wordt gekenmerkt door het verlies van meerdere chromosomen
wat opgespoord wordt met karyotypering of FISH. Er wordt een onderverdeling gemaakt in een
bijna-haploide groep met 24-31 chromosomen, een laag-hypodiploide groep met 32-39
chromosomen en een hoog-hypodiploide groep met 40-43 chromosomen. Het hypodiploid
genoom kan reduplicatie ondergaan waardoor een hyperdiploid karyotype ontstaat. Dit wordt
dan een gemaskeerde hypodiploide BCP-ALL genoemd. De bijna-diploide groep met 44-45
chromosomen hebben meestal dicentrische chromosomen of andere chromosomale
herschikkingen (0.a. ETV6-RUNX1). Hypodiploidie heeft een extreem slechte prognose. De
bijna-diploide groep heeft een betere prognose in vergelijking met de hypodiploide ALL. [37],
[38], [39]

Groep 3: ETV6-RUNX1 (vroeger: TEL-AML1)

Het genetisch defect met de hoogste prevalentie bij kinderen is een translocatie tussen
chromosoom 2121 waar ETV6 gelegen is en chromosoom 12p13 waar RUNXL1 gelegen is.
Door deze translocatie ontstaat het fusiegen ETV6-RUNX1 dat bij 25 % van de kinderen met
BCP-ALL aanwezig is. Bij volwassenen is deze afwijking veel zeldzamer. Omdat dit een
cytogenetisch cryptische translocatie is, voldoet karyotypering niet voor de opsporing van deze
translocatie maar dient men PCR of FISH te gebruiken. [40]

Zowel ETV6 en RUNXL1 zijn nodig voor de normale hematopoiese. Het ETV6-gen behoort tot
de familie van de ETV-transcriptiefactoren die betrokken zijn bij de controle van de transcriptie
tijdens de differentiatie en proliferatie van hematopoietische cellen. RUNX1 is ook een
transcriptiefactor en een belangrijke component van het core binding factor complex (CBF) wat
een centrale rol heeft in de normale hematopoiese. Door de fusie met ETV®, is de regulerende
functie van RUNX1 verstoord, en wordt RUNX1 een transcriptionele repressor. Het bevordert
de zelf-vernieuwing van de voorlopers van de B-cellen en verhindert de differentiatie tot rijpe
B-cellen. [41]

In vergelijking met andere groepen komen er vaker submicroscopische genetische afwijkingen
voor bij dit type van ALL. De meest voorkomende bijkomende afwijkingen zijn deleties van
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transcriptiefactoren (0.a. PAX5 en EBF1), en lymfoide signaalmoleculen (0.a. BTLA en TOX)
en afwijkingen van de transcriptionele co-activators (0.a. TBL1XR1), de glucocorticoid
receptor NR3CL1 en het apoptose regulator gen BTG1. Deze groep heeft een 5-jaars ziektevrije
overleving van +/- 83 % en wordt steeds geassocieerd met een goede prognose. [6], [42]

Groep 4: TCF3-PBX1

De translocatie t(1;19)(g23;p13) waarbij het TCF3 (E2A) gen op chromosoom 19 fusioneert
met het PBX1 gen op chromosoom 1 heeft een prevalentie van 4-6 %. Deze afwijking komt
vooral voor in pre-B-ALL en slechts sporadisch in pro-B-ALL of common-B-ALL. Deze
translocatie kan opgespoord worden via karyotypering maar het wordt met een hogere
gevoeligheid gedetecteerd m.b.v. FISH en PCR wat dan ook gebruikt wordt voor de follow-up.

Het ontstaan van het TCF3-PBX1 fusiegen leidt tot de productie van een chimeer eiwit dat de
normale hematopoietische maturatie blokkeert. Het TCF3 gen codeert voor de helix-loop-helix
transcriptiefactor E2A die nodig is bij de B-celontwikkeling. Het fusie-eiwit bevat het
transactivatiedomein van TCF3 en het DNA-bindingsdomein van PBX1. [42]

Vroeger had deze groep een slechte prognose, maar door gebruik te maken van meer agressieve
therapieén is de prognose aanzienlijk verbeterd. [43] Een variant is de translocatie
t(17;19)(g22;p13) die leidt tot een TCF3-HLF fusiegen. Deze afwijking is eerder zeldzaam en
wordt geassocieerd met een oudere leeftijd en een slechte prognose. Er treedt meestal al herval
op tijdens de behandeling. [22]

Groep 5: BCR-ABL1

De 1(9;22) is aanwezig bij meer dan 95 % van de patiénten met CML maar komt ook voor bij
20 — 30 % van de volwassenen met pre-B-ALL. Bij kinderen ligt de prevalentie een stuk lager.
De opsporing kan gebeuren via karyotypering, FISH en PCR. Deze laatste 2 technieken zijn
wel beduidend gevoeliger.

Het Philiadelphia chromosoom ontstaat door een translocatie tussen chromosoom 9g34 en
22q11. Het resultaat is het BCR-ABL1 fusiegen dat codeert voor een proteine met een
constitutieve tyrosine Kkinase activiteit dat verschillende signaalcascades beinvioedt die
bijdragen tot de tumorgroei en proliferatie. Er zijn verschillende fusietypes (0.a. p210, p190 en
p230) mogelijk afhankelijk van de positie van de breukpunten in BCR en ABL1.

Vroeger was deze groep geassocieerd met een zeer slechte prognose maar door het gebruik van
tyrosine kinase inhibitoren is de prognose van deze patiénten sterk verbeterd. Een
veelvoorkomende bijkomende genetische afwijking zijn deleties in IKZF1. In aanwezigheid
van IKZF1 deleties is er een significant hoger risico op herval (69.1 %) dan in afwezigheid van
IKZF1 deleties (40,4 %). [44], [45]

Groep 6: MLL-herschikkingen

Het MLL (Mixed-lineage leukemia) gen is gelegen op chromosoom 11923 en is regelmatig
herschikt in BCP-ALL. Deze herschikkingen hebben een prevalentie van 70 % bij kinderen
onder de leeftijd van 1 jaar. Bij andere leeftijdsgroepen zijn ze veel zeldzamer. De opsporing
van MLL-herschikkingen kan gebeuren via karyotypering, FISH en PCR. [6]
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MLL activeert de HOX transcriptie en heeft zo een regulerende functie. Op dit moment zijn er
80 verschillende MLL fusiepartners gevonden. In 50 % van de gevallen gaat het over een
translocatie t(4;11)(g21;923)/MLL-AFF1 (AF4). Herschikkingen van MLL zorgen voor een
overexpressie van de klasse | HOX genen (HOXAS5, -A7, -A9 en MEIS1). In tegenstelling tot
andere cytogenetische groepen zijn er weinig bijkomende genetische afwijkingen bij deze
patiénten wat de meer agressieve aard van de MLL-herschikkingen aanduidt. MLL-
herschikkingen zijn steeds geassocieerd met een slechte prognose. [46]

Groep 7: IGH@ translocaties en CRLF2-herschikkingen

Door translocaties ter hoogte van de IGH@ locus, kunnen genen die coderen voor
transcriptiefactoren en cytokine receptoren naast de IGH@ enhancer elementen terecht komen
en hierdoor beinvloed worden. In BCP-ALL zijn er verschillende partners beschreven
waaronder CRLF2 (zie verder), CCAAT enhancer-binding proteine familie van
transcriptiefactoren, de DNA-bindende eiwit inhibitor 1D4, de cytokine receptor voor
erythropoietine en de micro RNAniR-125b. De hoogste prevalentie is te vinden bij jonge
kinderen en adolescenten. [22], [42]

In 5-6 % van de BCP-ALL-patiénten met een IGH@ translocatie is CRFL2 betrokken. Bij
patiénten met het syndroom van Down bedraagt de prevalentie van CRFL2-herschikkingen
zelfs 54 %. [22], [47]

CRFL2 is gelegen in de pseudoautosomale regio van de geslachtschromosomen
(Xp22.3/Yp11.3) meer specifiek in de PAR1-regio (zie figuur 13). De pseudoautosomale regio
(PAR1 en PAR2) is een korte homologe regio die voorkomt op de beide geslachtschromosomen
XenY.PAR1 omvat 2,6 Mb van de korte arm van zowel het X als het Y chromosoom. CRLF2
codeert voor de cytokine receptor-like factor 2 (ook wel thymus stromale lymfopoietine
receptor (TSLPR) genoemd). [3], [22]
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Figuur 13: Locatie van de PAR1-regio op chromosoom X en Y [48]

Herschikkingen van CRLF2 treden op door de translocatie t(X;14)(p22;932) of
t(Y;14)(p11;932) wat resulteert in IGH@CRLF2. De prevalentie hiervan bedraagt 0,8 %.
Daarnaast kan er ook een deletie plaats vinden namelijk del(X)(p22.33p22.33) of
del(Y)(p11.32p11.3). Deze deleties resulteren in de expressie van een P2RY8-CRLF2 fusie-
eiwit. De prevalentie van deze deletie bedraagt 4.2 %. [3], [48], [49]
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Zowel bij de translocaties als de deleties komt de volledige coderende sequentie van CRFL2
onder een andere transcriptionele controle: hetzij de IGH@ enhancer hetzij de P2RY8 promotor.
Beiden zorgen voor een ontregelde overexpressie van CRFL2 op het celoppervilak van de
lymfoblastische cellen wat kan worden gedetecteerd met immuunfenotypering. [50], [51]

CRLF2-herschikkingen zijn geassocieerd met een slechte prognose, zowel bij kinderen als
volwassenen. Patiénten met CRLF2-herschikkingen behoren tot de intermediaire
cytogenetische risicogroep. Het werd aangetoond dat bij deze patiénten een meer intensieve
therapie leidt tot een betere prognose. [3], [22]

Groep 8: BCR-ABL1 like ALL

Dit is een specifieke groep BCP-ALL-patiénten waarvan het genexpressieprofiel sterk gelijkt
op dat van BCR-ABL1+ ALL. De frequentie van deze groep is zelfs hoger dan de frequentie
van BCR-ABL1+ ALL. Kenmerkend voor deze groep zijn de genetische afwijkingen van een
reeks kinasen en cytokine receptoren, bijvoorbeeld IGH@CRLF2. Naast IKZF1 afwijkingen
komt er in de helft van de gevallen CRLF2 afwijkingen voor, net als mutaties in één van de JAK
genen. Net als bij BCR-ABL1+ ALL heeft deze groep een hoog risico op herval en een slechte
prognose. [37], [52], [53]

Groep 9: Intrachromosomale amplificatie van chromosoom 21

Intrachromosomale amplificatie van chromosoom 21 komt voor bij 2 % van de patiénten met
BCP-ALL. Deze afwijking wordt opgespoord met FISH of karyotypering. Door een
chromosomale instabiliteit van chromosoom 21 gebeurt er een amplificatie van RUNX1
(tenminste drie kopieén) wat vaak gepaard gaat met een deletie van de subtelomere regio van
chromosoom 21. Deze afwijking komt vaak voor met P2RY8-CRLF2 en RB1 deleties en wordt
vooral teruggevonden bij oudere kinderen met een gemiddelde leeftijd van 9 jaar. Een
intrachromosomale amplificatie van chromosoom 21 is geassocieerd met een slechte prognose.
[54], [55], [56]

Omdat verschillende chromosomale afwijkingen een onafhankelijke prognostische waarde
hebben, is het belangrijk om de patiénten in te delen volgens de aanwezige afwijking in
verschillende risicogroepen (zie tabel 5). Daarnaast speelt bij de indeling in risicogroepen ook
de leeftijd, het aantal witte bloedcellen bij diagnose en de snelheid waarmee de leukemiecellen
dalen bij het begin van de behandeling een rol. [32]

Tabel 5: Goede, intermediaire en slechte risicogroepen [32]

Goede risicogroep Hoge hyperdiploidie

ETV6-RUNX1 B-ALL

Intermediaire risicogroep TCF3-PBX1 B-ALL

IGH@translocatie & CRLF2-herschikkingen
Slechte risicogroep Hypodiploidie

BCR-ABL1+ B-ALL

BCR-ABL1 like B-ALL
MLL-herschikkingen

IAMP
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Zoals te zien is in figuur 12 daalt de prevalentie van goede risicogroepen met stijgende leeftijd.

In onderstaande figuur wordt de event-vrije overleving in functie van de jaren na diagnose
weergegeven per groep.

Probability

a2 - — Hyperdiploidy (n=205) T cell (n=138)
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0.1 — TEL-AMLI {n=163) — MLL-AF4 (n=15)

— Other B-lineage (n=261)

Q T T T T T T T 1
0 2 4 5] a8 10 12 14 16

Years from diagnosis

Mumber at risk

Hyperdiploidy 205 190 144 108 B0 52 25 10 1
E2A-PEX1 40 36 27 19 14 9 6 0 4]
TEL-AML1 163 144 105 83 (514] 46 30 10 0

Other B-lineage 261 221 161 130 92 50 28 13 3
Teell 138 112 75 60 36 22 ] 3 1
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Figuur 14: Kaplan-Meier curve van de event-vrije overleving gegroepeerd per chromosomale afwijking bij kinderen [2]

2.3.3 Submicroscopische DNA copy-number afwijkingen

Door de ontwikkeling van nieuwe moleculaire technieken is de laatste jaren veel onderzoek
gebeurd rond copy-number afwijkingen (CNA’s) van het genoom. Hierbij werden verschillende
nieuwe Kkleine afwijkingen ontdekt die een rol spelen in BCP-ALL. Op dit moment zijn er meer
dan 50 verschillende deleties en amplificaties geidentificeerd in verschillende genen. Deze
submicroscopische afwijkingen werden opgenomen in de risico stratificatie en doelgerichte
behandeling van patiénten met BCP-ALL. [3], [5], [57]

In onderstaande figuur is de incidentie van 1363 deleties bij 1427 kinderen met BCP-ALL te
zien.
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Figuur 15: Incidentie van 1363 deleties gedetecteerd bij 1427 kinderen met BCP-ALL. De genen betrokken bij de B-cel
ontwikkeling wordt weergegeven in het blauw en deze betrokken bij de celcyclus regulatie worden weergegeven in het rood.
De genen betrokken bij de transcriptionele regulatie en andere functies worden weergegeven in het zwart.[22]

Bij kinderen met BCP-ALL is aangetoond dat deleties en wijzigingen in CDKN2A/B, IKZF1,
PAX5, ETV6, RB1, BTG1 en EBF1 genen frequent voorkomen, wat er op duidt dat ze een
belangrijke rol spelen in het ontstaan van leukemie. De betrokken genen coderen voor eiwitten
die een rol spelen bij de ontwikkeling en differentiatie van de B-lymfocyten, celcyclus controle
en de transcriptionele regulaties. Deleties van CDKN2A/B en ETV6 genen komen het meest
frequent voor, terwijl EBF1 deleties eerder zeldzaam zijn. [9], [57]

Bij 59 % van de patiénten worden er één of meer CNA’s gedetecteerd: 30 % heeft 1 CNA, 18
% heeft 2 CNA’s, 9 % heeft 3 CNA’s en 2 % heeft 4 of meer CNA’s. In onderstaand
staafdiagram worden het aantal CNA’s weergegeven in functie van de NCI (Nationaal Kanker
Instituut) risicogroep. Uit deze figuur blijkt dat een aantal CNA’s hoger is in de NCI hoge
risicogroep. De hoge risicogroep omvat kinderen ouder dan 10 jaar met meer dan 50000 WBC/
ul bloed. Deleties van IKZF1 en CDKN2A/B komen frequent voor in deze groep. [9]
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Figuur 16: Staafdiagram waarin de prevalentie van geen, één, twee, drie of meer CNA'’s weergegeven wordt [9]

Daarbij komt nog dat de frequentie van de CNA’s afhankelijk is van de cytogenetische groep.
Amplificaties zijn frequent bij de hoge hyperdiploidie subgroep en zeldzaam bij andere
subgroepen. In de andere cytogenetische groepen zijn deleties veel frequenter. In sommige
groepen (ETV6-RUNX1 en hypodiploidie) kunnen tot 6 deleties per patiént voorkomen (zie

tabel 6) terwijl bij andere groepen (bv. MLL-herschikkingen) gemiddeld maar 1 deletie per
patiént voorkomt. [4]
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Tabel 6: Frequentie van de verschillende CNA'’s binnen elke cytogenetische groep [4]

Group Subtype N Amplifications Deletions All lesions
(mean *s.d.)* (mean *s.d.)* (mean * s.d.)*
B-ALL Hyperdiploidy with =50 39 9.56 + 3.59 (5-20) 1.59 +2.49 (0-11) 11.13+ 5.0 (5-27)
chromosomes
B-ALL TCF3-PBX1 17 1.59 = 0.62 (1-3) 212+1.17 (1-4) 3.7+153(2-7)
B-ALL ETV6-RUNX1 47 0.89 + 1.51 (0-8) 6.0 +4.63(1-21) 6.68 + 4.8 (0-21)
B-ALL MLL rearranged 11 0.09 £ 0.3 (0-1) 0.91 £1.81 (0-6) 1+1.79 (0-6)
B-ALL BCR-ABL1 9 4+53(0-12) 4.2 +4.15(0-12) 6.8+ 452 (0-13)
B-ALL Hyperdiploidy with 47-50 23 1.70 + 1.55(0-7) 3.5+3.12(0-12) 5.1+431(0-15)
chromosomes
B-ALL Hypodiploid 10 1.1+191(0-6) 6.0 +4.42 (3-18) 7.1+6.12(3-24)
B-ALL Other 36 1.06 +3.21 (0-19) 4.64 +5.14 (0-20) 5.58 £ 6.57 (0-23)
B-ALL Total 192 2.97 +4.28 (0-20) 3.83+42(0-21) 6.63 = 5.56 (0-27)
T-ALL 50 0.9 +1.98 (0-9) 4.9 +6.21 (0-30) 5.8+7.12(0-39)
All cases 242 2.54+4.0(0-20) 4.06 + 4.69 (0-38) 6.46 = 5.90 (0-39)

Hieronder wordt er verder ingegaan op de meest voorkomende CNA’s. Eerst worden de
CNA'’s in genen die betrokken zijn bij de B-cel differentiatie (IKZF1, PAX5, EBF1, BTG1 en
ETV6) besproken. Daarna de CNA’s in genen die betrokken zijn bij de celcyclus controle
(RB1 en CDKN2A/B).

IKZF1 gen

IKZF1 deleties worden in 84 % van de patiénten met BCR-ABL1+ ALL teruggevonden. Ze
komen eerder zeldzaam voor in andere subgroepen. Het IKZF1 gen is gelegen op chromosoom
7 positie p12.2 en codeert voor de lymfoide transcriptiefactor IKAROS. IKAROS is een zinc
finger transcriptiefactor die nodig is voor de ontwikkeling van de vroege B-cel voorlopers en
in een later stadium voor de VDJ recombinatie en expressie van de celreceptoren. In figuur 17
wordt de structuur van het IKZF1 gen weergegeven. Exon 4-6 coderen voor vier N-terminale
zinc fingers die verantwoordelijk zijn voor de DNA-binding. Exon 7 codeert voor de C-
terminale zinc fingers die verantwoordelijke zijn voor de homo- en heterodimerisatie. [44],
[58], [59]

IKZF1 deleties variéren sterk in grootte. De deletie kan het volledige gen omvatten of
intragenetisch zijn. De meeste intragenetische deleties vinden plaats in exon 4-7 en resulteren
in een dominant negatieve IKAROS isovorm zonder DNA bindende domeinen. Minder
frequent zijn intragenetische deleties die exon 2-3, 2-7 en 2-8 omvatten. [57], [60], [61]
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Figuur 17: Schematische weergave van het IKZF1 gen [62]
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Deleties in IKZF1 zijn klinisch van groot belang doordat ze geassocieerd worden met een
slechte prognose. Bij kinderen en volwassenen die behoren tot de groep van BCR-ABL1+ ALL
is het duidelijk dat IKZF1 deleties een onafhankelijke prognostische waarde hebben (figuur
18). Bij de andere cytogenetische groepen worden ze als prognostische marker nog in vraag
gesteld, hoewel ze in vele studies toch ook geassocieerd worden met een slechte prognose. [63],
[64], [65]

KFZTWT
m— WFZT deleted
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Figuur 18: Ziektevrije overleving van patiénten met BCR-ABL1+ ALL met en zonder IKZF1 deleties die behandeld zijn op
dezelfde manier [62]

PAX5 gen

In 19 % van de patiénten met BCP-ALL komt een deletie van het PAX5 gen voor. De hoogste
prevalentie is terug te vinden in de BCR-ABL1+ subgroep. Zelden wordt een intragenetische
amplificatie van exon 2 of 5 teruggevonden. Het paired box 5 (PAX5) gen is gelegen op
chromosoom 9p13.2. PAXS5 is een transcriptiefactor die instaat voor de ontwikkeling van B-
cellen. De factor werkt stroomafwaarts van EBF1 en zorgt voor de transcriptie van B-cel
specifieke genen. Er is een grote verscheidenheid in PAX5 CNA’s. Het meest voorkomend zijn
deleties in exon 1 van het gen. Daarnaast komen er ook frequent partiéle deleties voor in de
andere exons. Deleties van PAX5 genen zijn vaak samen met deleties van CDKN2A/B genen
terug te vinden. [66], [67], [68]

Bij kinderen zijn PAX5 deleties geassocieerd met een lagere therapierespons en slechtere
prognose. Bij volwassen daarentegen worden in de meeste studies afwijkingen in PAX5
geassocieerd met een goede prognose, zeker in afwezigheid van IKZF1 deleties. In figuur 19 is
de ziektevrije overleving weergegeven van patiénten met en zonder PAX5 mutaties/deleties. De
frequentie ligt bij volwassen wel hoger in vergelijking met kinderen. [4], [63], [69]
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Figuur 19: Ziektevrije overleving van BCP-ALL-patiénten met en zonder PAX5 mutaties (gedeeltelijke deletie PAX5 met
behoud van exon 1, gedeeltelijk amplificatie PAX5, fusiegen of puntmutaties) of deleties (volledige deletie van PAX5 of de
deletie van exon 1) [69]

EBF1 gen

Het EBF1 gen gelegen op chromosoom 5p33.3 wordt in zeldzame gevallen (2 %) getroffen
door een volledige of intragenetische deletie. De frequentie neemt echter toe (tot 25 %) bij
patiénten waar herval optreedt. Early B cell factor (EBF) is één van de belangrijkste
transcriptiefactoren voor de aanmaak van mature lymfocyten vertrekkende van een
hematopoietische stamcel (HSC). Tijdens de B-cel differentiatie zorgt EBF1 samen met andere
DNA-bindende eiwitten (0.a. PAX5) voor de differentiatie van de B-cellen. Net als IKZF1
deleties worden ze geassocieerd met een slechte prognose. [4], [51]

BTG1 gen

Deleties van het BTG1 gen hebben een frequentie van 6 %. Het BTGl gen gelegen op
chromosoom 12022.33 behoort tot een familie van antiproliferatieve genen die een rol hebben
in celgroei en -differentiatie. Tot dusver werden er enkel deleties teruggevonden in BTG1. Ze
zijn sterk geassocieerd met ETV6-RUNX1 en BCR-ABL1+ ALL en eerder zeldzaam met
hyperdiploide ALL. Een studie van Mullighan et al [70] heeft aangetoond dat BTG1 deleties
een rol spelen bij resistentie tegen glucocorticoiden door hun effect op de glucocorticoide
receptor. Door het mogelijk ontstaan van therapieresistentie worden ze geassocieerd met een
slechte afloop en is een nauwgezette follow-up van deze patiénten aangeraden. [71], [72], [73]

ETV6 gen

Met een prevalentie van 22 % bij kinderen zijn deleties in ETV6 een frequente afwijking in
BCP-ALL. Deze deleties kunnen zowel het volledige ETV6 gen, gelegen op chromosoom
12p13, omvatten of slechts een klein stuk ervan.

Binnen de ETV6-RUNX1 groep hebben ETV6 deleties een prevalentie van meer dan 50 % en
zijn bijgevolg geassocieerd met een jongere leeftijd. In grote BCP-ALL studies met kinderen
met ETVG6 deleties is aangetoond dat patiénten zowel met als zonder het ETV6-RUNX1 fusiegen
een gunstige prognose hebben. [75], [76], [77]
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RB1 gen

Het retinoblastoma 1 (RB1) gen gelegen op chromosoom 13g14.2 is een tumorsuppressorgen
waarbinnen deleties met een frequentie van 7 % voorkomen. De deletie kan zich beperken tot
exon 19-26 van RB1 maar kan ook het volledig RB1 gen omvatten. Deze deleties kunnen
biallelisch zijn met verschillende groottes in de beide allelen. In sommige gevallen gaat het om
een grote deletie die betrekking heeft op meerdere genen en ook ITM2B, RCBTB2 en DLEU
omvat. RB1 deleties worden vaak teruggevonden tesamen met intrachromosomale amplificaties
van chromosoom 21. Deleties van 13q zijn geassocieerd met een verhoogd risico op herval. [9]

CDKNZ2A en CDKN2B gen

Deleties in CDKN2A/B (cycline-dependent kinase inhibitor 2A/B) genen gelegen op
chromosoom 21p21.3 komen regelmatig voor bij hematologische aandoeningen. Bij BCP-ALL
komen deleties in CDKN2A/B voor in 30 % van de gevallen. Deze genen bevinden zich naast
elkaar en meestal zijn er deleties in beide genen terug te vinden. CDKN2A codeert voor twee
transcripten namelijk pl6(INK4a) en pl4(ARF) die beiden een rol spelen in de
celcycluscontrole door het reguleren van het retinoblastoom (Rb) en p53 trajecten en door het
controleren van de overgang van de G1-fase tot de S-fase van de celcyclus. CDKN2B codeert
voor de p15 tumorsuppressor die betrokken is bij het stilleggen van de celcyclus. [63]

In 40 % van de gevallen zijn deleties in CDKN2A/B geassocieerd met afwijkingen in 9p wat
zorgt voor een gelijktijdig verlies van PAX5. Binnen de kleine groep patiénten met een
amplificatie van PAX5 vertonen het merendeel van de patiénten een deletie van CDKN2A/B.
[9] Het prognostisch belang van CDKN2A/B deleties is nog onduidelijk. In sommige studies
wordt aangetoond dat deze patiénten een slechte prognose hebben terwijl andere studies geen
prognostisch effect zagen. Deze deleties zijn terug te vinden in verschillende cytogenetische
groepen wat de inschatting van de prognose bemoeilijkt. [74]

Momenteel wordt in het CME voor de diagnose van BCP-ALL met een kwantitatieve real-time
PCR de aanwezigheid van fusietranscripten van vier verschillende translocaties opgespoord.
Het gaat om t(9;22) (BCR-ABL1), t(1;19) (TCF3-PBX), t(12;21) (ETV6-RUNX1) en t(4;11)
(MLL-AF4). Uit de recente ontdekkingen is gebleken dat CNA’s in ETV6, CDKN2A/B, RB1,
BTG1, EBF1, PAX5 en IKZF1 een belangrijke rol spelen in de pathogenese van BCP-ALL.
Omdat deze CNA’s relevante informatie geeft omtrent de prognose van de patiént en mogelijke
behandelingen wil het CME de opsporing van deze CNA’s toevoegen aan de diagnostische
work-up van BCP-ALL. Er werd gekozen voor de MLPA-assay die bekend staat als een
robuuste techniek voor de detectie van CNA’s. Met probemix P335-B1 van de firma MRC
Holland is het mogelijk om de meest frequente CNA’s die voorkomen bij de hoge risicogroep
van BCP-ALL op te sporen. In het vervolg van de thesis wordt de MLPA-assay met probemix
P335-B1 uitgetest met als doel de implementatie ervan in de diagnostiek van BCP-ALL.
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3 Materiaal & methode

3.1 MLPA-assay

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) is een techniek die gebruikt wordt
voor de kwantificatie van gemiddeld 40 tot 50 verschillende nucleinezuur sequenties in één
enkele, simpel uit te voeren reactie. Er wordt gebruik gemaakt van een multiplex PCR waarbij
de gehybridiseerde MLPA-probes geamplificeerd worden. Met MLPA kunnen sequenties die
slechts één enkel nucleotide verschillen van elkaar onderscheiden worden. De firma MRC-
Holland biedt een grote verscheidenheid aan van MLPA-probemixen die bruikbaar zijn voor
meer dan 250 verschillende applicaties. Een bijkomend voordeel is dat de MLPA-reagentia en
de procedure voor elke toepassing dezelfde zijn, enkel de MLPA-probes zijn verschillend. [78]

3.1.1 Principe
MLPA-reactie

MLPA wordt uitgevoerd op DNA. Omdat de manier van extractie van DNA de resultaten van
de MLPA-test kan beinvloeden, is het sterk aangeraden om referentiestalen te gebruiken die via
dezelfde methode geéxtraheerd werden als de patiéntenstalen. De hoeveelheid DNA die nodig
is, is gelegen tussen 50 en 250 ng waarbij het optimum 50 tot 100 ng DNA is. Wanneer er veel
contaminanten aanwezig zijn, wordt er best gewerkt bij een lagere DNA hoeveelheid zodat deze
meer verdund worden. [79]

De MLPA-reactie kan in drie grote stappen opgedeeld worden, namelijk:

e DNA-denaturatie & hybridisatie van MLPA-probes,
e ligatie,
e PCR-reactie.

In de eerste stap wordt het DNA gedenatureerd tot enkelstrengig DNA.

Na de denaturatie worden de MLPA-probes gehybridiseerd aan de targetsequenties. Elke
MLPA-probe bestaat uit twee aparte oligonucleotiden die specifiek binden aan de
complementaire targetsequentie. Elk oligonucleotide heeft een target specifieke sequentie (55-
80 nt) en één primersequentie (identiek voor elke probe). Daarnaast bevat elke MLPA-probe
een unieke stuffer sequentie die bepalend is voor de grootte van het geamplificeerde fragment
en dus een rol speelt in de identificatie van elke probe. [79]

De hybridisatie vindt plaats bij een temperatuur van 60°C gedurende minstens 16 uur. Het is
belangrijk dat er een overmaat van probes aanwezig is tijdens de hybridisatiestap. Standaard
worden er ongeveer 500 miljoen kopieén van elk oligonucleotide toegevoegd. In 60 ng DNA
zijn er ongeveer 20 000 kopieén van elke targetsequentie aanwezig zodat er steeds voldoende
overmaat van probes aanwezig is. De hybridisatiestap wordt hieronder schematisch
weergegeven. [11], [78]
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Figuur 20: Hybridisatiestap van de MLPA-assay [80]

Het is van groot belang dat de hybridisatie volledig kan plaatsvinden want enkel na een
succesvolle hybridisatie kan de ligatie gebeuren. In de ligatiestap worden de twee naast elkaar
liggende oligonucleotiden met elkaar verbonden. Deze stap vindt enkel plaats als de twee
oligonucleotiden onmiddellijk naast elkaar liggen en 100 % overeenkomen met hun
targetsequentie (zie figuur 21). Dit verhoogt de specificiteit van de techniek. Het wegwassen
van ongebonden probes is niet nodig omdat zowel de hybridisatie als de ligatie noodzakelijk
zijn om een exponentiéle amplificatie te laten plaatsvinden. De hoeveelheid van geligeerde
probes is afhankelijk van het aantal targetsequenties aanwezig in het staal. [11], [81]

PCR primer
sequence X

PCR primer
equence Y

Stuffer sequence
|

Target Sequence

Figuur 21: Ligatiestap van de MLPA-assay [80]

In de laatste stap worden alle geligeerde probes geamplificeerd met één enkele primerset wat
de techniek robuust maakt (zie figuur 22). De primerset (zie figuur 23) waarvan de forward
primer fluorescent gelabeld is, is gericht tegen de PCR-primersequenties X en Y van de MLPA-
probes. De polymerase activiteit tijdens de PCR-reactie kan verlaagd worden door de
aanwezigheid van contaminanten. Daarbij komt dat de relatieve signaalsterkte van sommige
probe afneemt met dalende polymerase activiteit. Deze PCR-reactie is bijgevolg meer gevoelig
voor contaminanten dan normale PCR-reacties. De condities van de PCR-reactie zijn zo
gekozen dat de reactie volledig afloopt m.a.w. totdat alle primers zijn opgebruikt. [82], [83]
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Figuur 22: PCR-reactie van de MLPA-assay [80]

SALSA PCR Forward primer (Labelled): 5"*GGGTTCCCT
AAGGGTTGGA-3".

SALSA PCR Reverse primer (Unlabelled): 5-GTGCCAGC AAG
ATCCAATCTAGA-3".

Figuur 23: Voorstelling van PCR-primerset [11]
Fragmentanalyse

Na de MLPA worden de PCR-fragmenten gemengd met een fluorescent gelabelde size
standaard (GeneScan-500 ROX Size standaard) en formamide. Na verhitting (om opnieuw
enkelstrengig DNA te bekomen) worden de fragmenten gescheiden op basis van hun grootte
door middel van capillaire elektroforese. In een probemix is elke MLPA-probe zo ontworpen
dat de amplificatieproducten na PCR een unieke lengte hebben. Het lengteverschil tussen de
probes bedraagt 6-9 nt en de totale range waarbinnen de amplificatieproducten zich bevinden
is 65 tot 500 nt. [84], [85]

Data-analyse

Bij de data-analyse is het de bedoeling om op basis van de hoogte van de pieken elk fragment
te kwantificeren. De hoeveelheid gevormd product is evenredig met het copy-number van de
DNA sequentie waaraan de MLPA-probe zich gehecht heeft.

In eerste instantie moet de kwaliteit van de ruwe data en het verkregen piekpatroon geévalueerd
worden. In de onderstaande figuur is de quality control flowchart van MRC Holland
weergegeven.
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Proceed with data analysis ONLY if you answered “yes’ to questions 1-3 and ‘no” to 4-9.

Figuur 24: Quality control flowchart [78]

Voor de analyse van de resultaten zijn er verschillende mogelijkheden. In huis wordt gebruik
gemaakt van de software GeneMarker van de firma SoftGenetics. Daarnaast biedt MRC
Holland zijn eigen freeware aan voor MLPA-analyse nl. Coffalyser.net.
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Beide softwarepakketten vertrekken van de ruwe data na fragmentanalyse. De verschillende
analysestappen zijn in grote lijnen hetzelfde. Na de scheiding van de fragmenten wordt elk
fragment vertaald in een piek. De software detecteert de verschillende pieken en kent er een
lengte aan toe. Hiervoor wordt de positie van de gedetecteerde pieken van de stalen vergeleken
met die van de size standaard waarvan de lengte gekend is. ledere software heeft hiervoor zijn
eigen manier. [86]

In tweede instantie wordt het panel van de MLPA-assay aangeduid zodat de pieken op basis
van hun lengte gekoppeld worden aan de probes aanwezig in die specifieke mix. Vervolgens
moeten de data genormaliseerd worden. Normalisatie is het proces waarbij de piekhoogtes
worden aangepast als correctie op de variatie binnen elk staal en tussen verschillende stalen.
[85]

In de eerste plaats wordt er een intra-sample normalisatie uitgevoerd om de variatie binnen elk
staal te corrigeren. Immers zoals te zien is in onderstaande figuur daalt de PCR-efficiéntie
wanneer de fragmenten groter worden. Hiervoor wordt gecorrigeerd tijdens de intra-sample
normalisatie. Na deze normalisatie wordt er voor elke probe een relatieve proberatio verkregen
die door beide softwarepakketten op een verschillende manier berekend wordt.
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Figuur 25: Weergave resultaten fragmentanalyse voor en na normalisatie [87]
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Met GeneMarker kan op twee verschillende manieren genormaliseerd worden. Enerzijds kan
dit via de interne controle normalisatie waarbij genormaliseerd wordt door de piekintensiteit
van de referentiefragmenten (zie 8 3.1.2 Materialen) gelijk aan één te stellen. De ratio’s van de
andere fragmenten worden dan berekend ten opzichte van de referentiefragmenten. Maar omdat
de piekintensiteiten van de referentiefragmenten nogal kunnen schommelen van staal tot staal
wordt de populatie normalisatie (zie verder) aanbevolen omwille van zijn robuustheid. Stel dat
bij een aantal referentieprobes aspecifieke amplificatie optreedt en er zijn niet veel
referentieprobes in de mix, dan leidt dit tot een verminderde nauwkeurigheid en meer vals
positieven indien de interne controle normalisatie gebruikt wordt. Bij populatie normalisatie
wordt de piekintensiteit van alle probes gebruikt om de lokale mediaan intensiteit te berekenen.
Deze worden dan gebruikt om een exponentiele functie te fitten. Aspecifieke amplificatie van
een controleprobe vormt dan veel minder een probleem. [87]

Met de coffalyser.net software kan je net als met GeneMarker normaliseren t.0.v. de
referentieprobes of t.o.v. alle probes. Het algoritme dat hiervoor gebruikt wordt is echter
verschillend. [88]
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De laatste stap is de inter-sample normalisatie. Hierbij worden de relatieve proberatio’s van elk
patiéntenstaal vergeleken met de relatieve proberatio’s van de referentiestalen. Het is dan ook
noodzakelijk om in elke test minstens 1 referentiestaal mee te nemen. Voor elke probe wordt
zo een MLPA-ratio/dosage quotiént (DQ) verkregen. Deze MLPA-ratio (zie figuur 26) is dus
de ratio van de genormaliseerde piekintensiteit van het staal ten opzichte van de
genormaliseerde piekintensiteit van het referentiestaal. [89]

relatieve proberatio n in patiéntenstaal A

relatieve proberatio n in referentiestaal
= MLPA — ratio

Figuur 26: Formule MLPA-ratio

In onderstaande tabel worden de cut-off waarden voor de detectie van deleties en amplificaties
weergegeven.

Tabel 7: Cut-off waarden voor de detectie van CNA's

MLPA-ratio

<0,25 Biallelische deletie
0,25- 0,75 Monoallelische deletie
0,75-1,3 Normaal

>1,3 Amplificatie

3.1.2 Materialen
DNA geéxtraheerd uit bloed- en beenmergstalen

De DNA-extractie uit bloed- en beenmergstalen gebeurt momenteel via de chemagen methode.
Met behulp van de Chemagic DNA blood kit wordt de extractie uitgevoerd door de Chemagen
MSM I robot. Er wordt gebruik gemaakt van magnetische polyvinyl alcohol beads waaraan het
DNA na lysis van de rode bloedcellen zal binden. Om onzuiverheden weg te werken vinden er
verschillende wasstappen plaats. Vervolgens wordt het DNA opgelost in een elutiebuffer en
worden de magnetische beads verwijderd. Na de extractie wordt de DNA-concentratie
opgemeten. Alle DNA stalen worden op een concentratie van 1ug DNA/2.5 pl gebracht (indien
mogelijk) en vervolgens gestockeerd op -20°C. Manuele DNA-extractie met Autopure
consumables werd uitgevoerd tot medio 2013 en is op dit moment vervangen door de chemagen
methode. Deze manuele DNA-extractie was een 2-staps protocol. In de eerste stap werden de
RBC gelyseerd en de WBC gepelleteerd waarna de WBC gelyseerd werden met een anionisch
detergent in aanwezigheid van een DNA stabilisator. In de tweede stap worden mogelijke
contaminanten verwijderd door een zout-precipitatie. Vervolgens wordt het DNA
geprecipiteerd met alcohol en opgelost in een buffer met DNA-stabilisator.
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MLPA-reactie
De gebruikte materialen voor de MLPA-reactie zijn:

e DLD1-cellijn (geéxtraheerd via chemagen),

e DNA van bloed- en beenmergstalen

e thermocycler: Biometra TProfessional (Westburg BV),
e SALSA MLPA EK1-FAM reagentia kit (MRC-holland),
e SALSA MLPA probemix P335-B1 (MRC-holland).

De reagentia van de SALSA MLPA EK1-FAM kit worden weergeven in onderstaande tabel.

Tabel 8: Inhoud van de SALSA MLPA EK1-FAM reagentia kit [90]

SALSA MLPA-reagentia Samenstelling

SALSA MLPA-buffer (gele dop) KCIl, Tris-HCI, EDTA, PEG-6000,
nucleotiden (pH 8.5)

SALSA Ligase-65 (groene dop) Glycerol, niet-ionisch detergent, EDTA,

Beta-Mercaptoethanol (0.1 %), KCI, Tris-
HCI, Ligase (van bacteriéle oorsprong) (pH

7.5)

Ligase Buffer A Coenzym NADH (pH3.5)

Ligase Buffer B Tris-HCI, niet-ionisch detergent, MgCl>. pH
8.5

SALSA PCR primer mix (bruine dop) Synthetische oligonucleotiden met
fluorescente kleurstof (FAM), dNTPs, Tris,
EDTA (pH 8)

SALSA Polymerase (oranje dop) Glycerol, niet-ionisch detergent, EDTA,
DTT (0.2%), KCI, Tris-HCI, Polymerase
enzym (van bacteriéle oorsprong) (pH7.5)

De probemix P335-B1 bevat 57 MLPA-probes met een amplificatieproduct dat gelegen is
tussen 118 en 503 nt. Daarnaast bevat de kit nog 9 controlefragmenten die een
amplificatieproduct kleiner dan 110 nt hebben. In onderstaande tabel worden de functies van
de controlefragmenten weergegeven.

Tabel 9: Controlefragmenten van probemix P335-B1 [78]

INEET Lengte (nt) Interpretatie

92 nt maatstaf probe | 92 Normale probe die een maatstaf is om de
andere controle fragmenten mee te
vergelijken

Q-fragmenten 64, 70, 76, 82 Het signaal van deze 4 fragmenten moet

kleiner zijn dan 33 % van het signaal van
de 92 nt maatstaf probe. Wanneer ze alle
vier groter zijn is de DNA hoeveelheid te
laag of is de ligatiestap niet gelukt.
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D-fragmenten 88, 96 Wanneer het signaal van deze probes lager
is dan 40 % van het signaal van de 92 nt
maatstaf probe duidt dit op denaturatie
problemen.

X & Y fragmenten 100, 105 Controle voor staal verwisseling

De 57 MLPA-probes bestaan uit 42 sample probes, 13 referentieprobes, 1 probe voor ZFY en 1
probe voor JAK2. De 42 sample probes bedoeld voor de target specifieke regio’s zijn:

- vijf probes voor de PAR1-regio (Xp22.33/Yp11.32) die aanwezig is in 2 kopieén per
cel. De genen waar deze vijf MLPA-probes binden, gerangschikt volgens hun
chromosomale ligging, zijn:

e SHOX-area,

e CRLF2 ex4,

e CSF2RA ex10,
e |L3RAexl,

e P2RY8 ex2.

In de probemix is ook een flanking probe ZFY ex4 aanwezig die bindt op Yp11.31. Dit gen
is enkel bij mannen terug te vinden. Samen met het Y specifieke controle fragment wordt
het gebruikt om het verlies van het Y chromosoom bij mannen op te sporen;

- vier probes voor het EBF1 (5033.3) gen. Het gaat om probes voor ex16, 14, 10 en 1;

- acht probes voor het IKZF1 gen (7p12.2). Met de probes kunnen CNA’s in ex1 tot en
met ex8 opgespoord worden;

- drie probes voor CDKN2A/B (9p21.3 ) Deze genen worden samen behandeld omdat ze
naast elkaar liggen en vaak samen gedeleteerd zijn. De genregio’s waar de drie MLPA-
probes binden, gerangschikt volgens hun chromosomale ligging, zijn:

e CDKN2A ex5,
o CDKNZ2A ex2a,
e CDKN2B ex2.

Binnen deze regio is er nog een flanking probe JAK2 ex23 (9p24.1) aanwezig. De probes
voor ZFY en JAK2 zijn flanking probes die worden toegevoegd om de bepaling van de
grootte van een amplificatie/deletie te vergemakkelijken;

- zeven probes voor het PAX5 gen (9p13.2). Er zijn MLPA-probes aanwezig voor ex10,
8,7,6,5 2en1;

- zes probes voor het ETV6 gen (12p13.2). De aanwezige MLPA-probes binden aan ex1a,
1b, 2, 3, 5 en 8. Deze MLPA-probes detecteren wel niet alle microdeleties die kunnen
voorkomen binnen deze regio;

- vier probes voor het BTG1 gen (12g22.33). De genen waar de vier MLPA-probes
binden, gerangschikt volgens hun chromosomale ligging, zijn:

e BTGlareal,
e BTGI1 area 2,
o BTG1ex2,
e BTG 1exl.
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De BTG1 area 1 & 2 zijn centromerische area’s (gen-arme regio’s) van BTG1 die
regelmatig betrokken zijn bij deleties van het BTG1 gen;

- vijf probes voor het RB1 gen (13914.2), namelijk voor ex 6, 14, 19, 24 en 26.
De referentieprobes binden in regio’s die relatief stabiel zijn bij BCP-ALL.

Een uitgebreide lijst van de probes aanwezig in de probemix P335-B1 samen met hun lengte en
chromosomale positie is te vinden in bijlage A. [91]

Fragmentanalyse
De materialen nodig voor de fragmentanalyse zijn:

e De ABI 3730xI Genetic analyser;
e Hi-Di Formamide Genetic Analysis grade;
e GeneScan-500 ROX Size standaard.

Op de ABI wordt de fragmentanalyse uitgevoerd met capillaire elektroforese. In het capillair
wordt er gebruik gemaakt van POP7™ polymeer als matrix waarop de scheiding wordt
uitgevoerd. De detectie gebeurt aan de hand van fluorescent gelabelde PCR-producten die
voorbij een laserstraal migreren waardoor de labels oplichten en gedetecteerd kunnen worden.

Voor de fragmentanalyse moet aan elke staal een bepaalde hoeveelheid van een mengsel van
Hi-Di formamide/ROX Size standaard worden toegevoegd. Hi-Di formamide is sterk
gedeioniseerd formamide dat zorgt voor het stabiel houden van het gedenatureerd DNA
gedurende de elektrolyse. De GeneScan-500 ROX size standaard is een interne size standaard
speciaal ontwikkeld voor fluorescent gelabelde DNA elektroforese systemen. De standaard
bevat 16 enkelstrengig ROX ™ gelabelde fragmenten van 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200,
250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 en 500 bp. [92]

3.1.3 Methode

Het werkblad dat gebruikt werd voor de uitvoering van de MLPA-assay is terug te vinden in
bijlage B.

MLPA-reactie

De MLPA-reactie kan in vier stappen onderverdeeld worden waarvan de werkwijze hieronder
weergegeven wordt.

1. Denaturatie

Voor elke reactie is 50-250 ng DNA nodig in een volume van 5ul. Verdunningen
worden gemaakt met dH-O.

Elk staal wordt gedenatureerd door 5 minuten te verhitten op 98°.
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2. Hybridisatie
Bij elk staal wordt 3 pl hybridisatie mastermix toegevoegd. In de onderstaande tabel
wordt de bereiding van mastermix weergegeven.

Tabel 10: Bereiding hybridisatie mastermix

Hybridisatie mastermix ‘

Probemix 1,5 ul
MLPA-buffer 1,5 ul
3 ul/reactie

Na toevoegen van de mastermix wordt het mengsel minstens 16 uur gehybridiseerd op
60°C.

3. Ligatie

Na 16 uur hybridiseren wordt de reactieoplossing op een temperatuur van 54 °C
gebracht en wordt 32 ul ligatie mastermix per staal toegevoegd. De bereiding van deze
mastermix is weergeven in onderstaande tabel.

Tabel 11: Bereiding ligatie mastermix

Ligatie mastermix

Buffer A 3 ul
Buffer B 3 ul
dH20 25 ul
Ligase 65 1l
32 pl/reactie

Na toevoeging van de mix wordt het onderstaand temperatuurprogramma van de ligatie
verdergezet.

Tabel 12: Temperatuurprogramma van de ligatie reactie

Tempartuurprogramma ligatie reactie ‘

54°C pauze
(toevoegen ligatie mastermix)
54°C 15 min
98°C 5 min

4. PCR-reactie

Na de ligatie wordt aan elke reactieoplossing 10 pl polymerase mastermix (zie
onderstaande tabel) toegevoegd op kamertemperatuur.
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Tabel 13: Bereiding polymerase mastermix

Polymerase mastermix |

SALSA PCR mix 2 Wl
dHz20 7,5 ul
SALSA polymerase 0,5ul

10 pl/reactie

Vervolgens wordt het temperatuurprogramma voor de PCR-reactie (zie tabel 14)
opgestart. De tijd tussen toevoeging van PCR mix en start van de reactie moet zo klein
mogelijk gehouden worden.

Tabel 14: Temperatuurprogramma van de PCR-reactie

PCR-reactie |

35 cycli: 95°C 30 sec
60°C 30 sec
72°C 60 sec

72°C 20 min

15°C pauze
Fragmentanalyse

1. Bereiding van een HiDi-formamide en ROX 500 sizer mengsel: 19.5 ul HiDi
Formamide + 0.5 pl ROX 500 sizer

2. Voor elk staal wordt er aan 20 pl van bovenstaand mengsel 1 pl PCR-product
toegevoegd

3. Denaturatie (3 minuten op 96 °C) van het mengsel

4. Voor het staal op de ABI wordt gezet moet het minstens enkele minuten bewaard
worden op -20°C

Data analyse

Vervolgens worden de ruwe data geanalyseerd met GeneMarker of coffalyer.net. Vermits
maar éénmalig werd geanalyseerd met coffalyser.net (zie resultaten) wordt hier enkel de
methode van GeneMarker weergegeven. De uitgebreide uitleg van de software is te vinden bij
8 3.1.1 Principe van de data-analyse. In het kort zijn de te volgen stappen:

1) Importeren van de ruwe data,
2) Analyse van de ruwe data,
a. Sizing,
b. Normalisatie,
3) Aligneren & toepassen van het probe panel,
4) MLPA-analyse.

GeneMarker controleert steeds of de size calling geslaagd is. Dit wordt weergeven door een
groen icoon langs de staalnaam (zie figuur 27).

51



----- I_NC_ALLE AE483125a GO1_1 fsa
----- I_MC_ALLE AE483128b HO1_1.fsa
----- J_MC_ALLS AE483125c_ADZ_1.fsa
----- 3_NC_ALLS BA482022 BOZ2 1fsa
----- 3_MC_ALLS DCT482862a_D01_1.fza
----- 3_MC_ALLS DCT482862b EO1_1.fza
----- 3_NC_ALLS DCT482862c_F01_1.fza
----- 3_MC_ALLS DLDA_AD1_1.fza

----- 3_MC_ALLS DLF48E98E6_COZ_1.fsa
----- I_NC_ALLE LA4B4221_BO1_1.fza
----- A MC_ALLS water_C01_1.fza

Figuur 27: Manier waarop een geslaagde size calling wordt weergegeven

Na de normalisatie van de data wordt de kwaliteit van elke staal gecontroleerd aan de hand van
een signaal-ruis verhouding (MLPA-score). Aan elk staal wordt een MLPA-score tussen 0 en
100 gegeven wat de kwaliteit van de laan weergeeft. Hoe groter de MLPA-score, hoe beter de
kwaliteit. Standaard wordt bij elke MLPA-analyse de minimale laan score treshold gesteld op
10. Wanneer deze score lager is dan 10 wordt het staal duidelijk aangegeven als een slecht staal.
De no-DNA controle is een voorbeeld van een staal met een MLPA-score van 0. Een no-DNA
controle wordt bij elke run meegenomen en wordt gebruikt om contaminatie van de reagentia
uit te sluiten. Zoals in onderstaande figuur weergegeven wordt, mogen enkel de vier Q-
controlefragmenten zichtbaar zijn. [86]
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Figuur 28: Controlefragmenten zichtbaar bij een no-DNA controle

In onderstaande figuur is een voorbeeld van een ratioplot te zien. De groene lijnen stellen de
grenzen van de MLPA-ratio voor. De groene vierkanten stellen targetprobes voor die normaal
zijn, wanneer ze buiten de grenzen vallen, kleuren ze rood. De referentieprobes worden
weergeven met een blauwe kleur.
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Figuur 29: Ratioplot die door GeneMarker wordt weergegeven.

De software geeft bij elke ratioplot het succes van de normalisatie weer met een driehoek in de
rechterbenedenhoek. Een groene driehoek betekent een geslaagde normalisatie, een gele
driehoek een normalisatie waarvan de juistheid geverifieerd moet worden. Een rode driehoek
betekent een mislukte normalisatie. Het succes van de normalisatie wordt bepaald door de
relatieve afwijkingen van de proberatio’s te berekenen. Hierdoor kan de normalisatie ook
mislukt zijn wanneer een groot aantal probes CNA’s vertonen. [86]

Tot slot moeten de controlefragmenten gecontroleerd worden. In onderstaande figuur worden
de controlefragmenten weergeven die bij elk staal geévalueerd moeten worden. De vier Q-
fragmenten moeten kleiner zijn dan 33 % van het 92 nt probe (ligation probe). Wanneer dit niet
het geval is duidt dit op te weinig DNA. De twee D-fragmenten moeten groter zijn dan 40 %
van het 92 nt probe. Anders duidt dit op denaturatie problemen. Daarnaast zijn nog Y- en X-
fragmenten aanwezig die een eventuele staalverwisseling aan het licht kunnen brengen. [91]
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Figuur 30: MLPA-dosage histogram van de controlefragmenten.
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3.2Real-time PCR

Het doel van de real-time PCR (QPCR) is om de resultaten bekomen met de MLPA-assay voor
de PAX5, CDKN2A, CDKN2B en IKZF1 genen te bevestigen met een tweede techniek. VVoor
de uitvoering van deze PCR werd vertrokken van de paper van Schwab et al, GCC 2010. [10]

3.2.1 Principe

Real-time PCR is een kwantitatieve PCR techniek waarbij tijdens de PCR-reactie de
amplificatie van het DNA opgevolgd wordt. In principe is het een standaard PCR waarbij
binnen bepaalde tijdsintervallen de hoeveelheid van het geamplificeerde DNA gedetecteerd
wordt (real-time). De detectie van het geamplificeerde DNA kan op verschillende manieren
gebeuren, namelijk door gebruik te maken van fluorescent gelabelde probes (TagMan principe)
of door een fluorescerende kleurstof te gebruiken die intercaleert tussen dubbelstrengig DNA.

Bij deze QPCR wordt er gebruik gemaakt van SybrGreen, een fluorescerende kleurstof die
intercaleert tussen al het aanwezige dubbelstrengig DNA. Zoals te zien op de onderstaande
figuur fluoresceert het SybrGreen pas wanneer het tussen de dubbelstrengig geintercaleerd is.
Vermits met deze detectiemethode alle aanwezige DNA strengen gedetecteerd worden, is het
een aspecifieke methode. [93]
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Figuur 31: Werking SybrGreen [94]

Tijdens de PCR-reactie wordt er meer DNA gevormd en zal er meer SybrGreen binden.
Bijgevolg zal het fluorescentiesignaal in functie van de tijd stijgen. Gedurende de reactie wordt
een amplificatiecurve opgenomen waarbij het aantal cycli wordt uitgezet t.0.v. het
fluorescentiesignaal. VVan deze curve kan voor elk staal de Cp-waarde afgelezen worden. De Cp
(crossing point)-waarde geeft het aantal cycli weer dat een staal nodig heeft om boven een
bepaalde waarde (treshold) te komen. Deze Cp-waarde is rechtstreeks afhankelijk van de DNA-
concentratie. [93], [95]
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De detectic van CNA’s gebeurt door de berekening van een relatieve ratio voor elke
geamplificeerde regio. Hiervoor wordt een ratio berekend op basis van de Cp-waarde van het
targetgen en een referentiegen. Deze ratio wordt dan genormaliseerd t.0.v. de ratio verkregen
voor een referentiestaal. De formule voor de berekening van de ratio is weergegeven in
onderstaande figuur. [95]

2 —(CPreferentiegen—CPtarget gen )
staal

ratio =
_(Cpreferentiegen_Cptarget gen )
referentie

Figuur 32: Formule voor de ratio bij QPCR [95]

Een normale ratio is gelegen tussen 0.75 en 2. Bij een waarde tussen 0.75 en 0.25 wordt er
gesproken van een monoallelische deletie. Als de waarde onder de 0.25 is de deletie biallelisch.
Bij een waarde boven de 2 is er een amplificatie van het gen aanwezig. [10]

3.2.2 Materialen

- LightCycler 480;

- Light cycler 480 SYBR Green | Master Mix;

- 96-well microtiterplaat

- DNA van bloed- en beenmergstalen (zie § 3.1.2 Materialen )

- Primermixen (5 uM) voor IKZF1 ex2, 3, 4,5, 6, 7, 8;

- Primermixen (5 uM) voor PAX5 ex1, 2, 5, 6, 8, 10;

- Primermixen (5 pM) voor CDKN2A ex2 en 4;

- Primermixen (5 uM) voor CDKN2B ex2

- Primermixen (5uM) voor B2M intron 1-2, RPLPO intron 5-6 en TBP ex6 (=controle
probes)

De sequenties van de verschillende primers zijn terug te vinden in bijlage C.

3.2.3 Methode
Aanmaak primermixen
De bereiding van 1 ml van een 5 uM primermix gebeurt als volgt:

- 20 pl Forward-primer,
- 20 pL Reverse-primer,
- 960 pl water.
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Uitvoeren QPCR

1) Bereiding van de PCR mastermix

Reagentia oeveelheld
Light cycler 480 SYBR Green | Master mix | 7,5 pl

5 UM primermix 2,5 ul

Totaal 10 pl mix/staal

2) Bereiding van de microtiterplaat
Toevoeging in elke well van:

- 10 pl mastermix,
- 5ul verdund DNA met een concentratie van 2ng/pl.

Elk staal wordt in triplo uitgevoerd en er wordt telkens minstens 1 referentiegen meegenomen.
Om contaminatie uit te sluiten wordt er bij elke run ook water meegenomen voor elke
primermix.

3) Inzetten van de PCR
PCR-programma:
5 min 95 °C
10 min 95°C
30 sec 60 °C } X
4) Berekening van de copy-number afwijking

Voor de berekening van de ratio’s wordt als referentiegen steeds B2M gebruikt. De gebruikte
formule is terug te vinden bij § 3.2.1 Principe.
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4 Resultaten

4.1Optimalisatie

We vertrekken van een bestaand protocol dat in het CME gebruikt wordt voor verschillende
MLPA-kits in het kader van erfelijke aandoeningen. Verschillende factoren waaronder de
afkomst, zuiverheid en concentratie van het DNA, experimentele instellingen (bv. keuze van
het referentiestaal), probekit, instrument instellingen voor de fragmentanalyse en de data
normalisatiemethode kunnen een MLPA-assay beinvloeden waardoor een optimalisatiestap
vereist is.

De bedoeling van de optimalisatie is om te kijken of de analysemethode ook geschikt is voor
probemix P335-B1 en of met het bestaande protocol een resultaat wordt verkregen dat voldoet
aan de kwaliteitsvoorwaarden. In de eerste plaats wordt nagegaan of de GeneMarker software
geschikt is voor de data-analyse van probemix P335-B1l. Door MRC-Holland wordt de
coffalyser.net software aanbevolen. Daarnaast wordt gecontroleerd of de DLD1-cellijn gebruikt
kan worden als referentiestaal. Vervolgens wordt nagegaan welke de benodigde hoeveelheid
DNA is om enerzijds weinig storingen te hebben door de aanwezigheid van contaminanten en
toch nog een voldoende nauwkeurige test te kunnen uitvoeren. Tot slot wordt nagegaan of met
het bestaande protocol en de optimale DNA hoeveelheid aan de kwaliteitsvoorwaarden voldaan
wordt.

4.1.1 Keuze van de analysemethode

Voor verschillende stalen werden de data geanalyseerd door gebruik te maken van een populatie
normalisatie en interne controle normalisatie in GeneMarker. De resultaten werden met elkaar
vergeleken. Een voorbeeld van één patiéntenstaal dat werd geanalyseerd met de twee
verschillende methoden is terug te vinden in de onderstaande figuur. Daarbij is te zien dat bij
de interne controle normalisatie er amplificaties in IKZF1 exon 1, 2 en 7, PAX5 exon 6 en 7 en
ETV6 exon 2 en 5 voorkomen die niet gedetecteerd worden bij de populatie normalisatie. VVoor
IKZF1 en PAX5 werd een QPCR uitgevoerd. De amplificaties van IKZF1 exon 1 en 2 en PAX5
exon 6 werden niet bevestigd. Op basis van deze vergelijking wordt er gekozen om verder te
werken met de populatie normalisatie waarbij dus genormaliseerd wordt t.0.v. alle probes i.p.v.
enkel de referentieprobes. In tegenstelling tot de interne controle normalisatie is deze techniek
minder afhankelijk van mogelijke afwijkingen in de referentieprobes.
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Tabel 15: Resultaten van een patiént geanalyseerd met interne controle normalisatie en populatie normalisatie.

GeneMarker GeneMarker

interne controle normalisatie populatie normalisatie
Genregio's  3_NC_ALL6_481372DCJ_DO01_1.fsa 3_NC_ALL6_481372DCJ_DO1_1.fsa
SHOX-AREA 0,869 0,846|Amplificatie
CRLF2_ex04 1,292 1,264|Monoallelische deletie
CSF2RA_ex10 1,292 1,111]biallelische deletie
IL3RA_ex01 0,922 0,856
P2RY8_ex02 1,074 1,037
ZFY_ex04 0 0|
EBF1_ex16 0,999 0,904
EBF1_ex14 1,175 1,07]
EBF1_ex10 1,122 1,036
EBF1_ex01 1,161 1,11
IKZF1_ex01 1,395 1,321
IKZF1_ex02 1,373 1,32
IKZF1_ex03 1,14 1,052
IKZF1_ex04 1,214 1,151
IKZF1_ex05 1,055 1,031
IKZF1_ex06 1,024 0,924
IKZF1_ex07 1,401 1,303
IKZF1_ex08 1,121 1,055
JAK2_ex23 1,009 0,983
CDKN2A_ex05 0 0
CDKN2A_ex02 0,178 0,169
CDKN2B_ex02 0,165 0|
PAX5_ex10 1,07 0,983
PAX5_ex08 1,101 1,042
PAX5_ex07 1,336 1,244
PAX5_ex06 1,321 1,271
PAX5_ex05 0,798 0,753
PAX5_ex02 0,955 0,926
PAX5_ex01 1,008 0,981
ETV6_ex01A 1,249 1,172
ETV6_ex01B 1,141 1,051
ETV6_ex02 1,402 1,285
ETV6_ex03 1,275 1,215
ETV6_ex05 1,374 1,233
ETV6_ex08 1,434 1,381
BTG1-AREA_1 1,651 1,598
BTG1-AREA_2 1,616 1,479
BTG1_ex02 1,273 1,188]
BTG1_ex01 1,787 1,706
RB1_ex06 0,971 0,93
RB1_ex14 0,996 0,931
RB1_ex19 1,183 1,096
RB1_ex24 0,876 0,8
RB1_ex26 0,877 0,794
*Ctrl_01p21.1 0,802 0,77,
*Ctrl_02p16.1 0,787 0,705
*Ctrl_02q24.3 1,322 1,255
*Ctrl_03p12.2 1,151 1,032
*Ctrl_03p25.3 0,899 0,832
*Ctrl_03q12.2 0,847 0,763
*Ctrl_07q11.23 1 0,982
*Ctrl_09q34.3 0,985 0,927
*Ctrl_11q12.3 0,997 0,961
*Ctrl_15q21.1 0,836 0,78]
*Ctrl_16p13.2 1,162 1,139
*Ctrl_19q13.43 0,921 0,834
*Ctrl_20p13 1,212 1,104

Naast de normalisatiemethode werden ook beide softwarepakketten (GeneMarker vs
coffalyser.net) vergeleken. In bijlage D wordt een overzichtstabel van de geanalyseerde stalen
weergegeven. Hieruit kan besloten worden dat er weinig verschil is in de resultaten gegenereerd
door beide softwarepakketten. Omwille van de “in huis” voorkeur voor GeneMarker wordt
beslist om met deze software verder te werken voor de MLPA-analyse van probemix P335-B1.
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4.1.2 DLD1-cellijn als referentiestaal

We opteren om een cellijn te gebruiken als controlestaal omdat we hiervan onbeperkt DNA ter
beschikking hebben. Omdat de DLD1-cellijn al voor vele andere diagnostische testen gebruikt
wordt als negatieve controle, werken we hiermee verder. Om zeker te zijn dat de DLD1-cellijn
een geschikte controle is, wordt een vergelijking met twee negatieve patiéntenstalen uitgevoerd
(NC1 en NC2). Op basis van de klinische info waarover wij beschikken beschouwen we NC1
en NC2 als negatieve stalen.

We vertrekken van het bestaand “in huis” protocol en evalueren de kwaliteit van het verkregen
resultaat. De size calling van de ruwe data en de normalisatie zijn succesvol. De
controlefragmenten van de verschillende stalen voldoen aan de vereisten. Het protocol van
MRC-Holland stelt dat voor de referentiestalen de standaardafwijking van alle probes kleiner
of gelijk aan 0,1 moet zijn en dat er geen afwijkingen in de onderzochte regio’s mogen terug te
vinden zijn.

De standaardafwijking van de referentiestalen is kleiner of gelijk aan de voorgeschreven 0,1.
In vergelijking met NC1 en NC2 wordt bij DLD1 een amplificatie bij controlefragment 02p16.1
terug gevonden. Alle andere probes komen bij NC1 en DLD1 goed overeen. Bij NC2 worden
er bij enkele targetprobes afwijkende resultaten gevonden. In onderstaande figuur wordt van
elk referentiestaal de gemiddelde waarde van de probes samen met de standaardafwijking
weergegeven. Dit toont aan dat voor DLD1 en NC1 de gemiddelde waarde het best aansluit bij
1 en de kleinste standaardafwijking heeft.

Op basis hiervan worden NC1 en de DLD1-cellijn als negatieve controles geselecteerd.

Samenvatting van de resultaten van de
verschillende referentiestalen

NC1 (controle DLD1)

° 1,4
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5 . . DLD1 (controle NC1)
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Figuur 33: Gemiddelde waarde en standaardafwijking van alle probes voor drie referentiestalen (DLD1, NC1 en NC2)

4.1.3 Optimale DNA hoeveelheid

De aanbevolen hoeveelheid DNA is gelegen tussen 50 en 250 ng. Wij evalueren welke de
optimale hoeveelheid DNA is om deze test uit te voeren. Hiervoor worden de resultaten van de
DLD1-cellijn van twee verschillende runs met een DNA hoeveelheid van 200 en 100 ng met
elkaar vergeleken. Zoals te zien is in onderstaande tabel is de standaardafwijking van alle
probes binnen elke run iets kleiner bij 100 ng dan bij 200 ng DNA.
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Tabel 16: Standaardafwijking van alle probes binnen elke run bij de DLD1-cellijn.

De standaardafwijking van alle probes (zonder fragment 02p16.1)
Herhaling van DLD1-cellijn
200 ng DNA 100 ng DNA

0,095615708 0,090040215 0,088934966 0,079014677

De standaardafwijking van elke probe tussen de twee verschillende runs bij een DNA-
concentratie van 200 en 100 ng is weergegeven in onderstaande figuur.

De standaardafwijking van de targetprobes
tussen twee runs van de DLD1-cellijn bij een
DNA hoeveelheid van 200 ng en 100 ng

200 ng DNA 100 ng DNA
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Figuur 34: Weergave standaardafwijking tussen twee runs van de DLD1-cellijn bij een hoeveelheid DNA van 200 en 100 ng

Het is duidelijk te zien dat de variatie tussen twee verschillende runs voor de meeste probes
Kleiner is bij een lagere hoeveelheid DNA.

Daarnaast werd één patiént driemaal herhaald bij een hoeveelheid DNA van 200 en 100 ng. De
standaardafwijking van de referentieprobes zijn weergegeven in onderstaande tabel.

Tabel 17: Standaardafwijking van referentieprobes bij patiént GC bij een hoeveelheid DNA van 200 en 100 ng

De standaardafwijkingen van de referentieprobes (zonder fragment 02p16.1)
Herhaling van patiént GC
200 ng DNA 100 ng DNA

0,383563752 0,077125635 0,288409| 0,17504569 0,227619083 0,10274516
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De standaardafwijking is duidelijk lager bij 100 ng DNA wat erop duidt dat de variatie binnen
elke run kleiner is bij een lagere DNA-hoeveelheid. Wanneer de resultaten van run 2 bij 200 ng
DNA en run 3 bij 100 ng DNA vergeleken worden, wordt bij beide runs analoge MLPA-ratio’s
bekomen. De gemiddelde MLPA-ratio’s voor elke targetprobe van de twee runs bij de twee
verschillende DNA-concentratie is weergegeven in onderstaande figuur.

De MLPA-ratio van patiént GC bij een DNA
hoeveelheid van 200 en 100 ng
M 200 ng DNA m 100 ng DNA
1,4
1,3
1,2
1,1 ~| -
1 l\-\l\ T T T \I\L\ \.\ \I\ T T T T T T T THET T T T T \.\L\f\ T T T T T T \-\l\ T T THT 1
| IF ™ F
0,9 B I L
0,8 | |
0,7 | |
0,6 — —
0,5
0,4
I ISR I TIPS DK
N & ng; 9+% 9+v%©’\, 3’+\, %«'.\f @@"’b 3’+@ 5’+\, 3’+r\, 3’+r\, E,+'\, 3’+q, 9@% 9+<9 9-(9 3’+¢, 9\0’\/ S;L"\, 93:\:@3'
O NX QY KL & os &7 AT AL AT T R R F X R0
é\g,\@(/o@@@@@ S S LR EEEE T

Figuur 35: MLPA-ratio's van patiént GC bij een DNA hoeveelheid van 200 en 100 ng
4.1.4 Getolereerde standaardafwijking

Volgens het protocol van MRC-Holland is de test betrouwbaar als de standaardafwijking van
de referentieprobes kleiner of gelijk aan 0,1 is voor een patiéntenstaal en wanneer geen
afwijkingen terug te vinden zijn in de referentieprobes.

Voor één patiént werd de MLPA-assay driemaal herhaald bij een hoeveelheid DNA van 100
ng. De standaardafwijkingen van run 1, 2 en 3 zijn respectievelijk 0,18; 0,23 en 0,10. De
waarden voor run 1 en 2 zijn dus groter dan de voorgeschreven 0,1. Bovendien zien we dat een
test herhalen in dezelfde omstandigheden geen majeure invloed heeft op de standaardafwijking.

De richtlijn dat de standaardafwijking van de referentieprobes kleiner of gelijk aan 0,1 moet
zijn, geldt voor alle MLPA-kits en houdt geen rekening met het aantal referentieprobes. In
vergelijking met genetische aandoeningen is het aantal referentieprobes in tumor diagnostiek
beduidend hoger omdat er een beduidend hoger risico is op CNA’s in referentiegenen door de
genetische instabiliteit van kwaadaardige cellen. Hierdoor verwachten we tussen de
referentieprobes een toename in standaardafwijking. Op basis van onze data is een cut-off van
0,1 te streng en dient deze te worden aangepast. Wanneer de MLPA-ratio’s van de drie runs
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met elkaar vergeleken worden, wordt een volledig analoog resultaat gezien tussen run 1 en 3.
Bij run 2 worden zeven amplificaties en één deletie terug gevonden, die niet worden gevonden
bij run 1 en 3. De standaardafwijking van run 2 was beduidend groter dan bij de andere runs.
Ook de standaardafwijking van run 1 was hoger dan de cut-off en mogen we volgens de MRC
Holland richtlijn niet interpreteren hoewel het resultaat wel overeenkomt met run 3. Op basis
hiervan en ten einde nodeloze herhalingen te vermijden, wordt de getolereerde
standaardafwijking aangepast naar 0,2 omdat we hierbij nog betrouwbare resultaten krijgen. Is
de standaardafwijking groter dan 0,2 dan wordt de test herhaald. Ook bij meerdere afwijkingen
in de referentieprobes zoals het geval is bij run 2 wordt de test herhaald. De deletie bij
controlefragment 02p16.1 is afkomstig van de amplificatie in DLD1 en wordt niet in rekening
gebracht. De resultaten van de drie verschillende runs worden weergegeven in onderstaande
tabel.

Tabel 18: Resultaten van patiént GC voor drie verschillende runs

Probes RUN 1 RUN 2 RUN 3
*Ctrl_O1p21.1 0,841 0,755 0,927|Standaardafwijking tussen de referentieprobes (behalve ctrl 02p16.1) | 0,175046 0,227619 0,102745|
*Ctrl_02p16.1 0,701 0,783 0,707|Gemiddeldewaarde van de referetieprobes 0,982909 f 0,965818 f 0,957636)
*Ctrl_02q24.3 1,192 1,435 1,23
*Ctrl_03p12.2 1,058 1,15 1,012| Amplificatie
*Ctrl_03p25.3 0,791 0,75 0,87|Monoallelische deletie
*Ctrl_03q12.2 1,156 0,839 0,94]biallelische deletie
*Ctrl_07q11.23 0,82 0,915 0,892
*Ctrl_09q34.3 1,135 0,992 0,982
*Ctrl_11q12.3 1,174 1,049 1
*Ctrl_15q21.1 0,819 0,779 0,908
*Ctrl_16p13.2 1,125 1,177 1,066
*Ctrl_19q13.43 1,257 1,083 0,922
*Ctrl_20p13 1,183 1,345 1,092
BTG1_ex01 1,102 1,221 1,085
BTG1_ex02 1,029 0,935 0,95
BTG1-AREA_1 1,123 1,083 1,111
BTG1-AREA_2 1,14 1,5 1,165
CDKN2A_ex02 0,657 0,749 0,683
CDKN2A_ex05 0,478 0,444 0,492
CDKN2B_ex02 0,516 0,489 0,51
CRLF2_ex04 1,006 1,053 0,972
CSF2RA_ex10 1,21 1 1,007|
EBF1_ex01 1,096 0,98 1,004
EBF1_ex10 1,093 1,07 1,072]
EBF1_ex14 1,276 1,139 1,121
EBF1_ex16 0,985 0,895 1,037
ETV6_ex01A 0,742 0,543 0,615
ETV6_ex01B 0,632 0,544 0,546
ETV6_ex02 0,652 0,714 0,663
ETV6_ex03 0,735 0,588 0,582
ETV6_ex05 0,489 0,531 0,548
ETV6_ex08 0,961 0,953 0,913
IKZF1_ex01 1,161 1,389 1,15]
IKZF1_ex02 1,015 1,435 1,145
IKZF1_ex03 1,06 1,03 0,985
IKZF1_ex04 1,162 1,243 1,061
IKZF1_ex05 0,956 0,847 0,887
IKZF1_ex06 1,156 0,943 0,959
IKZF1_ex07 1,061 1,476 1,127|
IKZF1_ex08 1,002 0,817 0,92]
IL3RA_ex01 1,225 0,939 1,017
JAK2_ex23 1,124 1,107 1,037
P2RY8_ex02 1,025 0,905 0,924
PAX5_ex01 0,575 0,514 0,552
PAX5_ex02 0,634 0,597 0,562
PAX5_ex05 0,605 0,576 0,588
PAX5_ex06 0,703 0,735 0,663
PAX5_ex07 0,688 0,759 0,627
PAX5_ex08 0,544 0,594 0,556
PAX5_ex10 0,598 0,547 0,565
RB1_ex06 0,949 0,833 0,955
RB1_ex14 1,239 0,885 0,957
RB1_ex19 1,228 1,232 1,112|
RB1_ex24 0,903 0,769 0,961
RB1_ex26 1,1 0,773 0,999
SHOX-AREA 0,773 0,686 0,913
ZFY_ex04 1,31 1,308 1,153
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4.1.5 Besluit optimalisatie

In de eerste plaats is uit onze optimalisatie gebleken dat tussen resultaten gegenereerd met
coffalyser.net of Genemarker weinig variatie terug te vinden is. Door onze voorkeur voor
GeneMarker wordt de MLPA-analyse hiermee uitgevoerd. Er wordt bovendien geopteerd om
met populatie normalisatie te werken. Daarnaast kunnen we besluiten dat de DLD1-cellijn
geschikt is als referentiestaal. Vermits de DLD1-cellijn onbeperkt beschikbaar is, wordt bij elke
run de DLD1-cellijn naast een negatief patiéntenstaal meegenomen als referentiestaal. Ook zien
we dat de variatie binnen één run en tussen verschillende runs lager is bij 100 ng DNA in
vergelijking met 200 ng DNA.. Bij beide hoeveelheden is de nauwkeurigheid even groot. Tot
slot zien we dat een standaardafwijking van 0,1 tussen de referentieprobes onhaalbaar is voor
onze experimentele opzet. Uit de resultaten blijkt dat de resultaten nog betrouwbaar zijn
wanneer de cut-off waarde verhoogd wordt tot 0,2.

4.2 Testen van patiéntenstalen
4.2.1 Testpopulatie

In totaal werden 12 BCP-ALL-patiénten getest. Het materiaal dat hiervoor gebruikt werd, is
restmateriaal van de diagnostische work-up die werd uitgevoerd bij de initiéle presentatie van
de patiént. In bijlage E is een tabel te vinden met de diagnostische informatie van de
geanalyseerde stalen.

4,2.2 Overzicht resultaten

Er wordt 100 ng DNA gebruikt omdat uit de optimalisatie is gebleken dat hierbij de variatie
binnen dezelfde run en tussen verschillende runs goede resultaten geeft (zie § 4.1.3 Optimale
DNA hoeveelheid). Voor de analyse wordt GeneMarker (populatie normalisatie) gebuikt en er
wordt steeds genormaliseerd t.0.v. de DLD1-cellijn. Naast de DLD1-cellijn wordt steeds patiént
LA meegenomen als tweede referentiestaal zodat de DLD1-cellijn hiermee kan vergeleken
worden. Bij elk run wordt ook water meegenomen als no-DNA controle.

De test wordt aanvaard als binnen de uitgevoerde run de standaardafwijking tussen alle probes
bij referentiestaal DLD1 lager of gelijk is aan 0,1 en de standaardafwijking tussen de
referentieprobes (behalve fragment 02p16.1) voor elk BCP-ALL staal kleiner of gelijk is aan
0,2. Wanneer aan deze criteria niet voldaan werd, werd het staal een tweede maal geanalyseerd.
Op basis van deze criteria moesten twee stalen (patiént DLF en BA) herhaald worden. Na de
tweede analyse werden de vooropgestelde criteria wel behaald en was duidelijk op te merken
dat de eerste MLPA-analyse foutieve resultaten gaf. In de onderstaande resultaten zijn enkel de
resultaten die voldeden aan deze criteria weergegeven.

De size calling die door de software uitgevoerd en gecontroleerd wordt, was bij alle stalen
geslaagd. Daarnaast was de MLPA-score voor alle stalen in orde (boven de treshold van 10),
ook voor de no-DNA controle waar de MLPA-score nul moet bedragen. Er wordt wel
opgemerkt dat bij stalen waar veel monoallelische deleties aanwezig zijn, de normalisatie
twijfelachtig is. Bij één staal waar meerdere biallelische deleties aanwezig waren, gaf de
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software aan dat de normalisatie faalde. Maar zoals beschreven bij de § 3.1.3 Methoden is dit
te wijten aan de hoge aantal deleties.

Tot slot moeten de controlefragmenten die aanwezig zijn in de probemix voldoen aan de
gestelde eisen. Bij al de uitgevoerde stalen waren de controlefragmenten in orde.

In onderstaande tabel worden de resultaten van de MLPA-assay weergegeven.

Tabel 19: MLPA-resultaat van 12 BCP-ALL-patiénten

PAR1 regio
naam patient SHOX-AREA CRLF2_ex04 CSF2RA_ex10 IL3RA_ex01 P2RY8_ex02 ZFY_ex04 EBF1_ex16 EBF1_ex14 EBF1_ex10 EBF_ex01
AE 1,057 1,031 1,052 1,054 1,065 1,098 1,151 1,114 1,115 1,062
BA 1,354 1,121 1,099 1,145 1,121 Ol 1,137 1,193 1,003 1,084
BS 1,156 1,693 1,576 1,45 1,44 Of 1,131 1,258 1,171 1,177
CR ISl 1,079 1,056 1,069 1,106 0,938 1,064 1,092 0,98 1,122
DC) 0,846 1,264 1,111 0,856 1,037 Ol 0,904 1,07 1,036 1,11
DCT 1,332 1,112 1,036 1,007 1,21 0,954 1,082 1,127 1,083 1,214
DLF 1,288 1,01 0,744 0,82 0,75 1,03 0,992 1,144 0,884 1,019
GC 0,913 0,972 1,007 1,017 0,924 1,153 1,037 1,121 1,072 1,004
M 1,63 1,341 1,202 1,266 1,476 0] 1,06 0,986 1,06 1,121]
Mc 1,17 1,044 il 28 1,397 1,483 0,917 0,967 0,983 0,885 1,103
VG 1,057 1,093 1,039 0,996 1,003 0 1,022 1,042 1,134 1,013
VST 1,489 1,265 1,096 1,237 1,362 0,862 1,116 1,008 1,036 1,11
IKZF1 gen
AE 0,584 0,617 0,603 0,631 0,589 0,557 0,568 0,571
BA 0,586 0,066 0 0,62 0,634 0,519 0,571 0,614
BS 0,71 0,663 0,721 0,693 0,622 0,656 0,68 0,545
CR 0,859 0,824 1,074 0,932 1,096 1,091 0,781 1,196
DC) 1,321 1,32 1,052 1,151 1,031 0,924 1,303 1,055
DCT 0,734 0,453 0,535 0,758 0,874 0,822 0,65 0,978
DLF 0,997 0,938 0,959 0,892 1,045 1,042 0,862 1,165
GC 1,15 1,145 0,985 1,061 0,887 0,959 1,127 0,92]
M 0,908 0,853 1,004 0,939 0,968 1,006 0,777 1,186
Mc 1,015 0,967 0,964 1,007 0,922 1,114 0,834 1,215]
VG 1,07 1,127 0,923 1,025 0,923 1,013 1,039 0,953
VST 0,897 0,807 1,081 0,912 1,051 1,008 0,762 1,196
CDKN2A/B gen
AE 0,575 0,54 0,652 0l >1,3 Amplificatie
BA 1,114 0,635 (o) 0] 0,75-1,3 normaal
BS 1,137 0,468 0,73 0,547 0,75-0,25 monoallelische deletie
CR 0,529 0,183 0,18 0,208} <0,25 bialllelische deletie
[o]el] 0,983 0 0,169 0l
DCT 1,005 1,177 1,062 1,245
DLF 1,071 0,85 0,67 1,097
GC 1,037 0,492 0,683 0,51
M 0,824 1,223 1,046 1,058
McC 0,913 1,297 0,998 1,132
VG 1,08 1,07 1,107 0,99
VST 0,907 1,071 0,976 1,072
PAX5 gen
AE 0,567 0,596 0,565 0,617 0,522 0,578 0,563|
BA 0,534 0,684 0,664 0,593 0,572 0,572 0,597
BS 1,074 1,12 1,234 1,175 0,876 0,876 0,983
CR 0,591 0,707 0,601 0,591 0,58 0,532 0,608
[>]el] 0,983 1,042 1,244 1,271 0,753 0,926 0,981
DCT 1,083 1,155 1,082 1,003 0,928 0,99 0,927
DLF 0,956 1,081 1,168 0,937 0,655 0,672 0,701
GC 0,565 0,556 0,627 0,663 0,588 0,562 0,552
M 1,171 1,202 1,081 0,988 0,838 0,943 0,966
Mmc 1,109 1,079 1,205 1,03 0,817 0,922 0,967
VG 0,991 0,949 1,056 1,04 0,842 1,003 0,966
VST 1,074 1,2 1,064 0,973 0,897 1 1,067
naam patient ETV6_ex01A ETV6_ex01B ETV6_ex02 ETV6_ex03 ETV6_ex05 ETV6_ex08
AE 1,001 0,933 1,051 0,983 0,999 1,051
BA 0,547 0,594 0,938 1,151 0,991 1,05
BS 0,912 0,773 1,123 1,125 1,081 1,105
CR 1,068 1,055 0,973 1,117 1,134 1,026
]} 1,172 1,051 1,285 1,215 1,233 1,381
DCT 0,805 0,783 0,488 0,595 0,565 0,521
DLF 1,105 1,17 0,917 1,152 1,023 0,969
GC 0,615 0,546 0,663 0,582 0,548 0,913
M 0,967 0,966 0,908 0,966 1,238 0,936
Mc 0,997 0,941 0,788 1,005 1,132 0,785
VG 0,943 0,963 1,022 1,018 0,89 0,929
VST 0,941 0,961 0,911 0,995 1,176 0,984
BTG1gen
BTG1-AREA_1 BTG1-AREA_2 BTG1 ex02 BTG1 ex01  RB1_ex06 RB1_ex14 RB1_ex19 RB1_ex24 RB1_ex26
AE 1,182 0,634 0,573 1,164 1,052 1,043 1,065 1,063 1,049
BA 1,058 0,632 0,614 1,093 1,064 1,14 1,149 1,034 0,982
BS 1,254 1,254 0,932 1,295 1,035 1,102 1,163 0,899 0,913]
CR 1,05 0,733 0,979 0,915 1,181 1,25 0,911 1,119 1,165]
DC) 1,598 1,479 1,188 1,706 0,93 0,931 1,096 0,8 0,794]
DCT 1,126 0,792 0,995 1,032 1,158 1,105 0,815 0,889 0,878
DLF 0,977 0,877 1 0,959 1,094 1,102 1,038 1,168 1,04
GC 1,111 1,165 0,95 1,085 0,955 0,957 1,112 0,961 0,999
M 1,047 0,702 1,025 1,02} 1,14 1,061 0,833 0,966 0,973
McC 1,047 0,686 0,994 0,969 1,168 1,038 0,96 0,881 0,973
VG 1,092 1,077 1,006 1,095 0,963 0,925 1,054 0,909 0,968
VST 1,05 0,713 0,979 0,969 1,158 1,088 0,868 0,939 0,973
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Bij het interpreteren van het MLPA resultaat moet ook steeds in het achterhoofd gehouden
worden dat niet alle afwijkingen die gedetecteerd worden met MLPA pathogeen zijn. De
submicroscopische chromosomale afwijkingen die met deze kit opgespoord worden zijn
voornamelijk deleties. Enkel amplificaties van PAX5 exons werden eerder beschreven in de
literatuur en zijn klinisch relevant. Amplificaties in de andere genen worden dan ook buiten
beschouwing gelaten voor de interpretatie van de resultaten. Ook wanneer enkel de BTG2 area
gedeleteerd is, wordt dit niet weerhouden.

Van de 12 geteste BCP-ALL-patiénten vertonen acht patiénten klinisch relevante CNA’s. In
GeneMarker kan van elke patiént een analyserapport worden aangemaakt waarop het
piekpatroon, de ratioplot en de MLPA-ratio’s weergegeven worden. In bijlage F worden de
analyserapporten van acht patiénten waarbij verschillende CNA’s gedetecteerd werden
weergegeven. In onderstaande tabel wordt de frequentie van de gedeleteerde genen
weergegeven. Ondanks de kleine populatie waarmee de test werd uitgevoerd, komt de
onderlinge verhouding goed overeen met de literatuur.

Tabel 20: Frequenties van de gevonden deleties in vergelijking met cijfers uit de literatuur

A - dele - e - .:. ge

CDKN2A/B gen 7 27
PAXS5 gen 5 19
IKZF1 gen 4 13
ETV6 gen 3 22
BTG1 gen 2 6
PAR1-regio 1 4
RB1 gen 0 7
EBF1 gen 0 2

Zoals in onderstaand staafdiagram te zien is, varieert het aantal CNA’s per patiént van 0 tot 5.

overzicht aantal deleties per patiént

3

2

1 I

: L H B
0 1 2 3 4 5

Aantal gedeleteerde genen

Aantal patiénten

Figuur 36: Weergave van het aantal deleties per patiént

! Dit is de incidentie van 1363 deleties gedetecteerd bij kinderen met BCP-ALL.
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De acht patiénten waarbij verschillende CNA’s gevonden zijn, worden hieronder apart
besproken.

Patiént AE

Deze patiént heeft 89 % blasten en met FISH werd een partiéle deletie van 9p vastgesteld.
Daarnaast is deze patiént ook BCR-ABL1 ela2 positief. Een overzicht van het MLPA resultaat
wordt gegeven in onderstaande grafiek. In de grafiek zijn de MLPA-probes gerangschikt
volgens chromosomale richting te beginnen met de geslachtschromosomen gevolgd door
chromosoom 7, 9, 12 en 13. Enkel de targetprobes worden weergegeven.

Het MLPA-resultaat voor patiént AE
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Figuur 37: MLPA resultaat van patiént AE

De deletie van CDKN2A/B en PAX5 die gevonden wordt met MLPA bevestigt de partiéle
deletie van 9p, gedetecteerd met FISH. Daarnaast worden nog monoallelische deleties
teruggevonden in IKZF1 exon 1-8 en BTG1 exon 2 en area 2. Deze deleties zijn vaak
geassocieerd met BCR-ABL1+ ALL. Deleties in IKZF1 vergroten bovendien het risico op
herval bij patiénten met BCR-ABL1+ ALL.

Patiént BA

Deze patiént heeft 91 % blasten en vertoont met FISH een monoallelische deletie van CDKN2A
en een breekpunt op 14932. Zoals in onderstaande grafiek te zien is, wordt in IKZF1 een deletie
gevonden van exon 1 tot 8 waarvan de deletie van exon 2 en 3 biallelisch zijn. CDKN2A exon
2 en CDKN2B exon 2 vertonen een biallelische deletie terwijl dat CDKN2A exon 5 een
monoallelische deletie vertoont wat het FISH resultaat bevestigt. Daarnaast wordt er nog een
deletie teruggevonden in PAX5 exon 1-10, ETV6 exon 0l1a en 01b en BTG1 area 2 en exon 2.

66



Het MLPA-resultaat voor patiént BA
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Figuur 38: MLPA resultaat van patiént BA
Patiént BS

Deze patiént heeft 98 % blasten en vertoont met FISH hyperdiploidie en een deletie van
CDKN2A. Zoals in onderstaande figuur te zien is, worden deleties in IKZF1 exon 1-8, CDKN2A
exon 2 en 5 en CDKN2B exon 2 teruggevonden. Met MLPA wordt de deletie van CDKN2A
gedetecteerd met FISH bevestigd. Hyperdiploidie werd niet gevonden met de MLPA maar deze
assay is dan ook niet geschikt voor de opsporing van numerieke chromosoomafwijkingen.

Het MLPA-resultaat voor patiént BS
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Figuur 39: MLPA resultaat van patiént BS
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Patiént CR

Het percentage blasten is bij deze patiént 90 %. Zoals in onderstaande figuur te zien is, worden
deleties in CDKN2A exon 2 en 5, CDKN2B exon 2 en PAX5 exon 1-10 teruggevonden. Dit ligt
in de lijn van de FISH resultaten waarbij afwijkingen in 9p gevonden werden.

Het MLPA-resultaat voor patiént CR
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Figuur 40: MLPA resultaat van patiént CR
Patiént DCJ

Deze patiént heeft 93 % blasten en vertoont met FISH een partiéle trisomie van chromosoom 9
en een deletie van CDKN2A. Zoals in onderstaande ratioplot te zien is, worden monoallelische
deleties teruggevonden in CDKN2A/B.

Het MLPA-resultaat voor patiént DCJ
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Figuur 41: MLPA resultaat van patiént DCJ
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Patiént DCT

Deze patiént heeft een percentage blasten van 53 % en vertoont een pseudodiploid karyotype.
Zoals in onderstaande figuur te zien is, worden deleties terug gevonden in ETV6 exon 2, 3,5
en 8 en IKZF1 exon 1, 2, 3 en 7. Exon 4, 5 en 6 zijn niet gedeleteerd volgens de MLPA. Ook
na meermaals herhalen wordt hetzelfde resultaat bekomen. De MLPA-ratio van deze exons
liggen wel dicht bij de cut-off-waarde van 0,75.

'MLPA-ratio

IKZF1_ex01 0,734
IKZF1_ex02 0,453
IKZF1_ex03 0,535
IKZF1_ex04 0,758
IKZF1_ex05 0,874
IKZF1_ex06 0,822
IKZF1_ex07 0,65
IKZF1_ex08 0,978

Tabel 21: MLPA-ratio voor IKZF1 van patiént GC

Het MLPA-resultaat voor patiént DCT
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Figuur 42: MLPA resultaat van patiént DCT
Patiént DLF

Deze patiént heeft een percentage blasten van 93 % en vertoont met karyotypering een
hyperdiploid signaal. Zoals in onderstaande figuur te zien is, worden deleties terug gevonden
in de PAR1-regio, CDKN2A exon 2 en PAX5 exon 1, 2 en 5.
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Het MLPA-resultaat voor patiént DLF
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Figuur 43: MLPA resultaat van patiént DLF

Zoals in bovenstaande figuur te zien is, is CSF2RA en P2RY8 gedeleteerd terwijl dat het
tussenliggende IL3RA niet gedeleteerd is. Daarom werd de MLPA herhaald voor dit staal. De
MLPA-ratio van beide runs voor de PAR1-regio wordt hieronder weergegeven.

Tabel 22: MLPA-ratio van de PAR1-regio voor patiént DLF

PAR1regio RUN1 RUN 2

SHOX-AREA 1,288 1,382
CRLF2_ex04 1,01 0,995
CSF2RA_ex10 0,744 0,713
IL3RA_ex01 0,82 0,719
P2RY8_ex02 0,741 0,758
ZFY_ex04 1,03 0,891

Bij herhaling wordt een verschillend resultaat bekomen. De MLPA-ratio in run 1 voor IL3RA
ex1eninrun 2 voor P2RY8 ex2 liggen net boven de grenswaarde van 0,75. Waarschijnlijk zijn
CSF2RA, IL3RA en P2RY8 gedeleteerd maar deze conclusie is pas mogelijk na herhaling. Dit
toont aan dat de MLPA-ratio steeds met een kritisch oog bekeken moet worden.

Patiént GC

Deze patiént heeft 86 % blasten en vertoont een t(12;21) en een extra kopie van chromosoom
21. Zoals in onderstaande figuur te zien is, worden deleties terug gevonden in CDKN2A/B,
PAX5 ex1-10 en ETV6 ex1-5.
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Het MLPA-resultaat voor patiént GC
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Figuur 44: MLPA resultaat van patiént GC
4.3 Validatie

Vermits de MLPA-assay geen CE-gelabelde kit is, moet deze test aan een grondige validatie
onderworpen worden vooraleer de implementatie in een geaccrediteerd laboratorium kan plaats
vinden. De validatie gebeurt door de juistheid, intra-run en inter-run variatie van de resultaten
te controleren. Voor de validatie worden enkel stalen gebruikt waarvoor de standaardafwijking
tussen de referentieprobes kleiner of gelijk is aan 0,2. Daarnaast moet de size calling geslaagd
zijn en moeten de controlefragmenten aan de vooropgestelde eisen voldoen.

4.3.1 Juistheid

Bij de validatie van een nieuwe test hoort een onafhankelijke bevestiging van het resultaat.
Voor een aantal patiénten kon een deel van het MLPA resultaat bevestigd worden aan de hand
van beschikbare resultaten van karyotypering en FISH (zie § 4.2.2). Omdat we niet verder over
deze technieken konden beschikken werd een alternatieve benadering gezocht. Naar analogie
met de paper van Schwab et al [10] werd QPCR gebruikt om het MLPA resultaat voor
CDKNZ2A/B, PAX5 en IKZF1 te bevestigen. Kanttekening hierbij is dat het QPCR protocol niet
volledig geoptimaliseerd werd, omdat dit buiten het tijdsbestek en de scope van dit onderzoek
ligt. Daarbij komt nog dat bij de QPCR het CDKN2A ex4 opgespoord wordt terwijl dat bij de
MLPA-assay CDKN2A ex5 opgespoord wordt.

Voor 12 stalen werd het volledige MLPA resultaat bevestigd met QPCR. Vier stalen waren
volledig negatief met zowel de MLPA als met de QPCR. De resultaten van de MLPA-assay en
QPCR van de patiénten die meerdere deleties vertonen worden in onderstaande tabel
weergegeven.

71



Patlént AE resultaat MLPA resultaat PCR

IKZF1ex2 0,617 0,682376017
IKZF1ex3 0,603 0,558116749
IKZF1ex4 0,631 0,503002978
IKZF1ex5 0,589 0,680801213
IKZF1ex6 0,557  0,51357214
IKZF1ex7 0,568 0,744996479
IKZF1ex8 0,571 0,676098576

0,54 0,404806823
CDKN2Aex2 0,652 0,512386906
CDKN2Bex2 0 0,124306374
PAX5Ex10 0,567 0,558116749
PAXSEx8 0,596 0,525713984
PAXSEx6 0,617 0,638085923|
PAXS5EX5 0,522 0,569435943|
PAXS5Ex2 0,578 0,591695307

PAX5Ex1 0,563 0,494429155)
Patiént DCJ resultaat MLPA resultaat PCR

IKZF1ex2 1,32 1,109294317|
IKZF1ex3 1,052 0,920741912]
IKZF1lex4 1,151 0,8384275|
IKZF1ex5 1,031 1,248274044]
IKZF1ex6 0,924 0,881297476
IKZF1ex7 1,303 1,260484075
IKZF1ex8 1,055 1,043931517|

0 0,121301279
CDKN2Aex2 0,169  0,10438599
CDKN2Bex2 0 0,010476737
PAX5Ex10 0,983 0,886791389
PAXSEx8 1,042 0,864537231
PAXSEx6 1,271  1,214194884]
PAXS5EX5 0,753 1,689582347
PAXSEx2 0,926 1,416041955)
PAXS5Ex1 0,981 1,723467605

Patient BA resultaat MLPA resultaat PCR

IKZF1ex2
IKZF1ex3
IKZF1lex4
IKZF1ex5
IKZF1ex6
IKZF1ex7
IKZF1ex8

CDKN2Aex2
CDKN2Bex2
PAXSEx10

PAXSEx8
PAXSEx6
PAXSEX5
PAX5Ex2
PAX5Ex1

0,066

0,62
0,634
0,52
0,571
0,615
0,636

0,534
0,684
0,593
0,572
0,637
0,597

Patient DCT resultaat MLPA

IKZF1ex2
IKZF1ex3
IKZF1lex4
IKZF1ex5
IKZF1ex6
IKZF1ex7
IKZF1ex8

CDKN2Aex2
CDKN2Bex2
PAXSEx10
PAXSEXx8
PAXSEx6
PAXSEX5
PAXS5Ex2
PAX5Ex1

0,453
0,535
0,758
0,874
0,822

0,65
0,978
1,177
1,062
1,245
1,083
1,155
1,003
0,928

0,99
0,927

0,024768427
0,022686524]
0,245644882]
0,330941033|
0,122822441
0,398130348|
0,216331065|
0,09351313
0,012441573
0,004200119
0,433662947
0,373189272
0,381030772
0,094818524
0,295468829)
0,306224121
resultaat PCR
0,466958299
0,374066228|
0,381044736
0,706143007|
0,471293914
0,78532712
0,602082166)
0,969087579
1,095330026
1,266955299)
0,946953588|
0,8320251
1,077757267|
1,293576723
1,081025041]

1,030568908

Patient BS
IKZF1ex2
IKZF1ex3
IKZF1lex4
IKZF1ex5
IKZF1ex6
IKZF1ex7
IKZF1ex8

CDKN2Aex2
CDKN2Bex2
PAXSEx10

PAXSEx8
PAXSEXx6
PAXSEX5
PAX5Ex2
PAX5Ex1

0,663
0,721
0,693
0,622
0,656

0,68
0,545
0,468

0,73
0,547
1,074

1,12
1,175
0,876
1,047
0,983

Patient DLF resultaat MLPA

IKZF1lex2
IKZF1ex3
IKZF1lex4
IKZF1ex5
IKZF1ex6
IKZF1ex7
IKZF1ex8

CDKN2Aex2
CDKN2Bex2
PAXSEx10
PAXSEx8
PAXSEx6
PAXSEX5
PAX5Ex2
PAX5Ex1

0,938
0,959
0,892
1,045
1,042
0,862
1,165

0,85

0,67
1,097
0,956
1,081
0,937
0,655
0,672
0,701

resultaat MLPA resultaat PCR

0,473487677,
0,401850872
0,499329986
0,563074914
0,396318472
0,589705049

0,582931708

0,376676722|

0,363006038]
0,373642927|
0,910500754
0,861386201]
1,024366599
0,832044224
1,107902205
1,633970238
resultaat PCR
0,84565241
0,900087209
1,204251479|
1,618663796
1,149869414
1,275859999
1,272915539
0,337931646
0,655864653|
1,246719316]
0,95360918
0,92967822
1,02678683
0,215357185]
0,524095557,

0,445946629}

Patient CR
IKZF1lex2
IKZFlex3
IKZF1lex4
IKZF1ex5
IKZF1lex6
IKZF1lex7
IKZF1lex8

CDKN2Aex2
CDKN2Bex2
PAXSEx10
PAXSEx8
PAXSEx6
PAXSEX5
PAXS5Ex2
PAX5Ex1
Patiént GC
IKZF1ex2
IKZF1ex3
IKZFlex4
IKZF1ex5
IKZF1ex6
IKZF1ex7
IKZF1ex8

CDKN2Aex2
CDKN2Bex2
PAXSEx10
PAXSEx8
PAXSEx6
PAXSEX5
PAX5Ex2
PAX5Ex1

resultaat MLPA
0,824

1,074

0,932

1,096

1,001

0,781

1,196

0,183

0,18

0,208

0,591

0,707

0,591

0,58
0,532
0,608
resultaat MLPA
1,145

0,985

1,061

0,887

0,959

1,127

0,92

0,492

0,683

0,51

0,565

0,556

0,663

0,588

0,562

0,552

resultaat PCR

0,884497172]
0,766449566)
0,911467277
1,140444391]
0,862300588|
1,124743556
1,039768798
0,168746494]
0,106549528
0,179608737
0,499860039
0,521086976)
0,567593288
0,766449566)
0,682595312,
0,883174408|
resultaat PCR
1,196540037|
1,050462593
1,031969925
1,92539374
1,207807108
1,644247811
1,470617773
0,173539181]
0,339151082]
0,615572207,
0,567752215|
0,508086066)
0,507734215|
0,251371725|
0,28147724]
0,095094386)

Amplificatie Monoallelische deletie

biallelische deletie

Tabel 23: Vergelijkende tabel van resultaat MLPA-assay en QPCR voor acht patiénten

Voor drie stalen was er een verschil tussen het MLPA resultaat en de QPCR voor CDKN2A
ex4/5 maar hier wordt niet verder op ingegaan vermits een ander exon werd onderzocht.

Voor patiént DCT is er een afwijkend resultaat bij IKZF1 ex4-5-6. Bij de MLPA is enkel IKZF1
ex1-3-7 gedeleteerd terwijl met QPCR een deletie in IKZF1 ex1 tot 7 detecteerd wordt. Ook na
herhaling van de MLPA test, wordt hetzelfde resultaat bekomen. Zoals in onderstaande tabel te
zien is, is voor IKZF1 ex4-5-6 de MLPA-ratio wel dicht bij 0,75 gelegen.

IKZF1_ex02 0,484 0,453 0,466958
IKZF1_ex03 0,529 0,535 0,374066
IKZF1_ex04 0,786 0,758 0,381045
IKZF1_ex05 0,817 0,874 0,706143
IKZF1_ex06 0,814 0,822 0,471294
IKZF1_ex07 0,66 0,65 0,785327
IKZF1_ex08 0,982 0,978 0,602082

Tabel 24: Resultaat van MLPA-assay en QPCR voor IKZF1 bij patiént DCT

Vermoedelijk is het missen van deze deleties het gevolg van het laag aantal blasten (53 %) dat
aanwezig is in het staal. Op basis van deze resultaten concluderen we dat IKZF1 ex4-5-6

gedeleteerd zijn.
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4.3.2 Intra-run variatie

Om de variatie op het MLPA resultaat binnen dezelfde test te evalueren werden drie
patiéntenstalen driemaal herhaald binnen één run. Het gaat om twee stalen (patiént LA en VG)
zonder afwijkingen en één staal (patiént GC) met afwijkingen in CDKN2A/B, PAX5 ex1-10 en
ETV6 ex1-5. De afwijkingen in CDKN2A/B en PAX5 werden bevestigd met QPCR.

Op basis van de gegevens uit het validatierapport van EuroGentest [96] wordt gesteld dat de
intra-run variatie geslaagd is indien de standaardafwijking voor elke targetprobe tussen de
verschillende herhalingen kleiner is dan 0,25. De hoogste standaardafwijking die werd bereikt
was 0,22 en kwam voor bij staal VG bij de targetprobe van de SHOX-area. Bij staal VG wordt
bij de targetprobe van IKZF1 ex7 en BTG1-area 2 opgemerkt dat de MLPA-ratio bij één run
net onder de cut-off waarde gelegen is. In onderstaande grafieken worden de gemiddelde
MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe weergegeven.

Intra-run variatie patiént LA
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Figuur 45: Gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe van patiént LA
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Intra-run variatie patiént VG
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Figuur 46: Gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe van patiént VG

Intra-run variatie patiént GC

mmm gemiddelde MLPA-ratio amplificatie =~ =—=deletie

Gemiddelde MLPA-ratio

Figuur 47: Gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe van patiént GC

4.3.3 Inter-run variatie

Om de variatie op het MLPA resultaat tussen verschillende testen te evalueren werden
verschillende patiéntenstalen driemaal herhaald in aparte runs. De runs werden uitgevoerd op
hetzelfde PCR-toestel. Er worden twee referentiestalen (controlepatiént LA en DLD1-cellijn)
zonder afwijkingen en één BCP-ALL staal (patiént GC) met meerdere afwijkingen in de
onderzochte regio’s onderzocht. Net als bij de intra-run variatie is deze test geslaagd als de
standaardafwijking voor elke targetprobe tussen de drie verschillende runs kleiner is dan 0,25.
Bij geen enkel staal wordt een standaardafwijking > 0,25 verkregen. De hoogste
standaardafwijking die bereikt wordt is 0,14 en komt voor bij de DLD1-cellijn met targetprobe

ETV6 ex01B.
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In onderstaande grafieken worden de gemiddelde MLPA-ratio’s en standaardafwijkingen van
elke targetprobe weergegeven.

Inter-run variatie DLD1-cellijn

mmm Gemiddelde MLPA-ratio  ==—amplificatie = == deletie

Gemiddelde MLPA-ratio

Figuur 48: Gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe van DLD1-cellijn

Inter-run variatie patiént LA
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Figuur 49: Gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe van patiént LA
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Inter-run variatie patiént GC

mmm gemiddelde MLPA-ratio duplicatie =~ ===deletie

Gemiddelde MLPA-ratio

Figuur 50: Gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking voor elke targetprobe van patiént GC

Daarnaast werd met patiént LA (referentiestaal) de gemiddelde waarde en standaardafwijking
van alle probes tussen verschillende runs bekeken. Vermits het om een referentiestaal gaat,
zouden in het ideale geval alle MLPA-ratio’s één moeten zijn. Wanneer de gemiddelde waarde
van alle probes wordt genomen, zien we dat deze zeer dicht bij één gelegen zijn. Ook de
standaardafwijking tussen alle probes is voor elke run steeds kleiner dan 0,1. Daarom kan er
gezegd worden dat de inter-run variatie van deze MLPA-assay klein is. In onderstaande grafiek
worden de gemiddelde waarden en standaardafwijking bij de verschillende runs weergegeven.
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Figuur 51: Weergave van gemiddelde MLPA-ratio en standaardafwijking van de referentieprobes per run
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4.3.4 Robuustheid

Bij de robuustheid wordt gekeken naar de invloed op het resultaat wanneer de MLPA-assay in
wisselende omstandigheden wordt uitgevoerd. In de eerste plaats wordt de invloed op het
MLPA-resultaat nagegaan bij gebruik van een verschillend PCR-toestel. Hiervoor werd patiént
GC driemaal geanalyseerd op een verschillend toestel. De overige factoren (0.a. bereiding
mastermix, DNA-verdunningen, tijd hybridisatie) waren bij de uitvoering identiek. De
standaardafwijking voor alle probes tussen de drie runs is steeds kleiner dan 0,25 (zie figuur
52). Hieruit kan besloten worden dat de MLPA-assay robuust is voor de uitvoering op
verschillende PCR-toestellen.

Robuustheid tussen verschillende PCR-
toestellen voor patiént GC
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Figuur 52: Robuustheid tussen verschillende toestellen voor patiént GC

Daarnaast werd de invloed op het MLPA-resultaat nagegaan indien patiéntenstalen gebruikt
worden waarvan het DNA op een andere manier geéxtraheerd werd. Bij alle eerder uitgevoerde
testen werden DNA gebruikt die geéxtraheerd werden volgens de chemagen methode. In deze
test wordt er naast deze stalen DNA gebruikt dat geéxtraheerd werd volgens de manuele
extractie (Autopure consumables). Als de ratioplot van GeneMarker (zie figuur 53) van een
negatief patiéntenstaal (manueel geéxtraheerd) bekeken wordt, zien we dat het staal
verschillende CNA’s vertoont als er genormaliseerd wordt t.o.v. de DLD1-cellijn (chemagen
extractie). Hieruit kan geconcludeerd worden dat stalen geéxtraheerd via een verschillende
extractiemethoden niet met elkaar vergeleken kunnen worden. Het is dus zeer belangrijk om
het juiste referentiestaal te gebruiken aangezien het MLPA resultaat hierdoor sterk wordt
beinvloed.
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Figuur 53: Ratioplot van negatieve patiént (manueel geéxtraheerd) genormaliseerd t.0.v. de DLD1-cellijn (chemagen
extractie)

4.3.5 Besluit validatie

Uit de validatie kunnen we besluiten dat de MLPA-assay een betrouwbare techniek is voor de
opsporing van CNA’s bij BCP-ALL-patiénten. De resultaten van de MLPA-analyse voor
CDKN2A/B, PAX5 en IKZF1 werden bevestigd met QPCR. Daarnaast voldeed zowel de intra-
run als de inter-run variatie aan de vooropgestelde eisen. Tot slot werd aangetoond dat de
MLPA-assay een robuuste techniek is. Het is wel duidelijk dat de keuze van het referentiestaal
een grote invloed heeft op het eindresultaat.

Ondanks de geslaagde validatie merken we op dat er regelmatig stalen waren waarvoor de
MLPA-assay mislukt was. Bij herhaling was de test telkens wel in orde wat wijst op een
probleem bij de uitvoering. De gebruikte volumes zijn relatief klein en hoewel het een
eenvoudig protocol is, omvat het vele kleine stappen gedurende dewelke er vanalles kan
mislopen zoals evaporatie, luchtbellen en pipetting errors.
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5 Discussie

MLPA staat bekend als een robuuste techniek waarmee met één enkele reactie gelijktijdig
meerdere targets kunnen worden opgespoord. Het is een betrouwbare techniek voor de detectie
van kleine copy-number afwijkingen. De MLPA-assay is niet geschikt om numerieke
chromosoomafwijkingen waar geen CNA’s voorkomen op te sporen. Enkel genomische
onevenwichten binnen de typische sequenties van 55-80 nt van de gebruikte MLPA-probes
worden hiermee opgepikt.

In vergelijking met FISH is de resolutie voor de opsporing van CNA’s met de MLPA -assay
beduidend hoger. Bij de MLPA-assay daarentegen is de detectie van afwijkingen in een
gemengde celpopulatie of bij een laag percentage van kwaadaardige cellen veel moeilijker dan
bij FISH. Wanneer het percentage blasten lager is dan 20 % is de MLPA-assay niet meer
nauwkeurig voor de detectie van CNA’s. Deze techniek is dan ook enkel nuttig in de
diagnostiek van BCP-ALL en heeft geen waarde in de opvolging ervan.

In tegenstelling tot real-time PCR is de MLPA-assay een eenvoudige methode om gelijktijdig
verschillende CNA’s op te sporen. Hierdoor is het mogelijk om op korte tijd een groot aantal
patiénten te screenen voor de aanwezigheid van een vijftigtal CNA’s. De MLPA-assay is wel
gevoeliger voor aanwezige contaminanten (bv. fenol, ethanol en zouten) in vergelijking met
een standaard PCR-reactie. Daarom is het belangrijk dat referentiestalen op dezelfde manier
behandeld werden als de patiéntenstalen.

Bij het testen van een populatie van 12 gekende BCP-ALL-patiénten vertonen acht patiénten
klinisch relevante CNA’s. Ondanks de kleine populatie komt de verhouding van de
gedeleteerde genen goed overeen met de cijfers uit de literatuur. Bij zes van de acht patiénten
komt het resultaat van de MLPA-assay overeen met de resultaten van de QPCR, FISH en
karyotypering.

Bij twee patiénten was het MLPA resultaat minder duidelijk doordat ofwel de herhaling ofwel
de QPCR een discrepant resultaat opleverde. Het is belangrijk dat er voldoende blasten
aanwezig zijn in het staal. De MLPA-assay geeft namelijk de gemiddelde MLPA-ratio weer
van het totale DNA. Wanneer het percentage blasten laag is, kan de afwijking gemaskeerd
worden door DNA afkomstig van normale WBC’s en wordt deze niet opgepikt. De resultaten
moeten dus steeds met een kritisch oog en rationeel geinterpreteerd worden.

De ervaring met de MLPA-assay in de context van aangeboren aandoeningen leert dat
maximaal 24 stalen per reeks mogen worden ingezet. De tijd voor het pipetteren van de ligase
mastermix bij een groot aantal stalen heeft nauwelijks invloed op het eindresultaat. Maar de tijd
tussen het pipetteren van PCR polymerase mix en het starten van de PCR-reactie wordt best
wel zo kort mogelijk gehouden waardoor het aantal stalen dat gelijktijdig getest kan worden,
beperkt is.
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6 Besluit

Uit de optimalisatie is gebleken dat de populatie normalisatie van de GeneMarker software voor
de MLPA probemix P335-B1 een geschikte methode is voor de analyse van de ruwe data.
Daarnaast werd beslist om bij elke MLPA-run de DLD1-cellijn en een negatief patiéntenstaal
mee te nemen als referentiestalen. Volgens het protocol van MRC-Holland is de test
betrouwbaar wanneer de standaardafwijking tussen de referentieprobes kleiner is dan 0,1. Bij
het meermaals herhalen van stalen werd opgemerkt dat een standaardafwijking onder de 0,1
onhaalbaar is gezien het groot aantal referentieprobes dat aanwezig is in onze kit. We zien wel
dat een standaardafwijking tot 0,2 een betrouwbaar resultaat geeft waardoor een test met een
standaardafwijking tot 0,2 aanvaard wordt.

Daarnaast werd de optimale concentratie voor de uitvoering van de MLPA-assay bepaald. Er
werden twee verschillende DNA hoeveelheden uitgetest nl. 200 en 100 ng. Bij beide
hoeveelheden werd hetzelfde resultaat bekomen maar de variatie binnen en tussen de runs is
kleiner bij een lagere hoeveelheid DNA.

Na de optimalisatie werd de validatie uitgevoerd. De juistheid van de MLPA-assay werd
bevestigd voor CDKN2A/B, IKZF1 en PAX5 met behulp van QPCR. Daarnaast werd de intra-
run en inter-run validatie en de robuustheid van de MLPA-assay aangetoond.

Uit deze masterproef kan geconcludeerd worden dat de MLPA-assay met probemix P335-B1
een betrouwbare en robuuste techniek is voor de opsporing van CNA’s bij pati€ntenstalen
waarbij het percentage blasten hoger is dan 20 %. De volgende stap is de implementatie van de
hier geoptimaliseerde en gevalideerde test in de diagnostische work-up van BCP-ALL. De
bijkomende informatie die deze assay oplevert, zal de inschatting van de prognose alsook de
risicostratificatie van de patiénten aanzienlijk verbeteren. Hierdoor kan elke patiént een meer
optimale behandeling krijgen wat moet leiden tot een verbeterde overleving van patiénten met
BCP-ALL.
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Bijlage A: De uitgebreide probelijst van de probemix P335-B161

Table 1. SALSA MLPA P335-B1 ALL-IKZF1 probemix

Length Chromosomal position _
SALSA MLPA probe : location
(nt) reference region
(hg 18)
64-70-76-82 | O-fragments: DA guantity: only visible with less than 100 ng sample DNA
28-92-95 D-fragments: Low signal of 28 or 95 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 %-fragment: Specific for the X chromosome
105 ¥-fragment: Specific for the ¥ chromosome
118 * = ZFY probe S0135-L16766 Ypil.31 ¥-002.855246
124 * Reference probe 15370-L 13762 7gil.23 07-075.448402
130 * Reference probe 13867-1 15385 16p13.2 16-008.765461
135 CRLF2 probe 13883115427 #p22.33-PAR region #-001.281274
142 IKZF1 probe 13872-L15320 Jpld.2 07-050.417749
142 SHOX-AREA probe 05548-L05218 Xp22,33-PAR region ¥-000.770580
153 - JAK2 probe 07452-L09964 Sp24.1 03-005.112998
160 ¥ PAXS probe 12501-122020 S9pl3.2 03-037.024272
166 * CSF2RA probe 13892-116221 £p22.33-PAR region ¥-001.374311
172 ¥ PAXS probe 14547-115394 3pl3.2 05-037.01065%
178 * BTG1-AREA probe 13021-122630 12g21.33 12-030.657641
184 * P2RY 8 probe 17337-L15740 #p22.33-PAR region #-001.545095
190 * Referance probe 06941-L06521 11gld.3 11-061.433553
196 * ETVE probe 17838-L22035 12pl3.2 12-011,935535
202 * PAXS probe 17839122036 9pl3.2 09-036.956555
208 IKZF1 probe 14056-L15654 7pla.2 07-050.329206
214 * Reference probe 13265-L15166 1p21.1 01-103.203651
220 RE1 probe 01732-L01346 13g14.2 13-047.821213
226 EBF1 probe 12509-113559 5033.3 05-158.459187
232 BTG1 probe 12542-115913 1222 12-091.063286
238 CDKN2E probe 10337015514 9p21.3 05-021.935313
244 ETVE probe 13874-L17160 12pl3.2 12-011.833341
251 CDKN2A probe 10333-L15916 Sp21.3 0%-021.9645358
258 * Reference probe 04534-122019 2q24.3 02-166.606098
263 IKZF1 probe 13373-L15917 7pla.2 07-050.411797
269 IKZF1 probe 13377-115918 7pla.2 07-050.315024
274 * PAXS probe 17840-122037 Spl3.2 09-036.871952
282 PAXS probe 13870-L15920 pl3.2 05-036.992699
288 * IKZF1 probe 17109-L20256 7pld.2 07-050.436281
295 * Referance probe 10435-122110 S9g34.2 09-136.850306
301 £ ETV6 probe 14058-L15656 12p13.2 12-011.694211
308 * CDKN2A probe 17314-122631 9p21.3 0%-021.957358
315 ¥ RE1 probe 0173%-122025 13g14.2 13-047.851428
324 ¥ Referance probe 03918-120270 15g21.1 15-046.534530
330 % BTG1 probe 12653-122632 12g22 12-091.061700
337 = PAXS probe 17841-L22038 Spl3.2 05-036.913345
343 ¥ IKZF1 probe 13369-122296 7pla.2 07-050.426548
350 ¥ IL3RA probe 13207-122294 £p22.33-PAR region ¥-001.415699
358 ¥ RE1 probe 01752-122295 13g14.2 13-047.928372
e Referance probe 14675-L16327 Ip2t.3 03-010.142307
371 ¥ EBF1 probe 14053-122017 5q33.3 05-158.137017
379 * IKZF1 probs 15427-122113 7pl2.2 07-050.337845
Jge¥ s ETVE probe 14060-L22634 12p13.2 12-011.694327
393 *% PAXS probe 17842-122633 Spl3.2 09-036.829905
400 ¥ ETVE probe 13875-L22014 12pl3.2 12-011.7966%96
409 * BTG1 AREA probe 13022-22363 12g21.33 12-091.005564
418 RE1 probe 01757-L013560 13gl4.2 13-047.945205
427 * Referance probe 07924-122013 20p13 20-001.867470
436 ¥ EBF1 probe 13863-122053 5q33.3 05-158.071810
445 RE1 probe 0175%-L01352 13g14.2 13-047.94%488
454 = Referance probe 11533-120700 13g13.43 19-061.386348
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Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe i yegion location
(hg 18)
452 ¥ EBF1 probe 12527-1.22010 Lg33.3 05-158.057828
470 ¥ IKZF1 probe 14061-L22112 pld.2 07-050,422502
477 * Reference probe 14846-122111 3gl2.2 03-099.78292%
484 ¥ ETVE probe 13871-12200% 12pl3.2 12-011.913644
493 * Reference probe 15203-L16573 Ipl2.2 03-081.774613
503 * Reference probe 09870-L19465 2pl6.1 02-061.126370

* New in version B1 (from lot B1-0412 onwards).

¥ Changed in version Bl (from lot B1-0412 onwards). Small change in length, no change in sequence
detected.

+ This probe is located within, or close to, a very strong CpiG island. A low signal of this probe can be due to
incomplete sample DNA denaturation, 2.g. due to the presence of salt in the sample DMA.

- Hanking probe: Included to facilitate the determination of the extent of a deletion/duplication. Copy
number alterations of flanking and reference probes are unlikely to be related to the condition tested.
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Bijlage B: Het gebruikte werkblad bij de uitvoering van de MLPA-assay

.| UZ ACTIVITEITENCENTRUM
lf} LEUVEN | MOLECULAIRE DIAGNOSTIEK k4
WERKBLAD | MD2-DGxxx-WB01 | [MO1 |

[ ALL.. pagina 1 |

SALSA MLPA voor ALL: ALL- ...

LMLPA: (zie SOP MD1-MTO29-PR)

Uitvoerder PCR: ......... Datum PCR: ..........
A) Denaturatie(DAG 1):  stock DNA 1/10 verdunnen in dHzO -> 5pl verdund DNA (50-250 ng) / reactie
PCR-toestel. ............ Uur PCR: ..........

PCR programma(PROG T76) Controle programma:

98°C - §

25"C pauze

B) Hybridisatie (DAG 1):

Lotnummer Hybridisatie mastarmix per staal X...
B1-1012 probe mix (zwart) 15p L Lol
G052 MLPA bulfer (geel) 154 |
3yl / staal
(niet vortexen)
Uur PCR: ...........
PCR programma(PROG T74) Controle programma:
g95*C . 1
60°C pauze (16 uurfovernacht)
C) Ligatie (DAG 2): TOEVOEGEN IN PCR-TOESTEL
Lodnummer Ligatie mastermix per staal K.,
G057 Buffer A (transparant) g i
G044 Buffer B (wit) g i
U |y i 8 25w L Hl
G054 Ligase 65 (groen) Tw i (niet vortexen!)
32 pi / staal
Uur PCR: ...
PCR programma(PROG 74) Controle programma:

54°C- 158
98°C-5
20°C - .

60°C - CONTINU-» laat tot 54°C komen = PAUZE
(voeg de ligatiemix toe) = CONTINU

CEMOL / LabB / MD2

ToEpassINgsaalum Zie melatala MuziDor



'r. Uz ACTIVITEITENCENTRUM n
'?' LEUV EN MOLECULAIRE DIAGMNOSTIEK Ea
[WERKBLAD | [ MD2-DGxxx-WB01 | [Mo1 |
D) PCR (DAG 2):
Lotnummer Polymerase mastermix per staal Ko
G051 Salsa PCR mix (bruin) 2pl e I
SNSRI i | - 7.5pl e Ml
G053 SALSA polymerase (oranje) os5w Ll i (niet vortexen!)
10 pl / staal
Uur PCR: ...
PCR programma (PROG 78) (+/- 1h 48 min) Controle programma:
95°C - 30"
60 °C - 30" 35 cycli
2°C-1
72°C-20
15°C- .
Il Detectie: Fragmentanalyse op ABI (zie S0P LABE-MTO023-PR)
Uitvoerder: ...........ccuuue. Datum: ......ccoomiinnmann
Lotmummaer FIEfS[EEI X
<eeeeeeer. HiDi-formamide w|sw pl
cieeeeeen.. ROX 500 sizer os5w L 1]
20 pl + Tl staal
PCR-toestel: ............. Uur PCR: ...
PCR programma (DENATURATIE) Controle programma:
96°C -3
4°C - ..
ABlL.iiii_FRAGL.._ROU

Uitvoerder afdrukken profielen: ... Datum afdrukKen: ...,

Uitvoerder interpretatie MLPA: ..........cccoveenns Datum interpretatie: ...
Controle interpretatie MLPA: .........ccccoinnne Datum controle interpretatie: ...............coceeinnnn
‘CEMOL [ Labs | MO2 TORPASSINGSORIUM 26 malaoaia MuZnDoc
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Bijlage C: De sequenties van de primers gebruikt bij QPCR

Gene name Forward sequence Reverse sequence Position
IKZF1 CATGTCCCAAGTTTCAGGTGAG GACTTCCGGCCCCAGG Exon 2
IKZF1 CACACTTCTTCTTTCTCATCAGGG GATCGGCATGGGCTCATC Exon 3
IKZF1 TTACGAATGCTTGATGCCTCG TCCAACTCCCGACAAAGCC Exon 4
IKZF1 TCATTCACCCAGAAGGGCA GTTGCAGAGGTGGCATTTGA Exon 5
IKZF1 CATGCATTCCCCTTACACAGAA GTGAGGTTTACCAACTGCAGAAAA Exon 6
IKZF1 CAGAAGACCTGTGCAAGATAGGATC AGCTCTTACGTTTGGCGACG Exon 7
IKZF1 TTGTTTGAGTTGGTTGATTGGG GGAAGGTAGCAGTTCTGGATGC Exon 8
PAX5 GCGAGAACAGGACATGATCTCA AAAAAAAGCGTCCGAAGGC Exon 1
PAX5 CGCCAGAGGATAGTGGAACTTG ACAACCATGGCTGACCCG Exon 2
PAX5 ATTCGGCCGGCTCGTC TTACCTTCGTCTCTCTTGCGCT Exon 5
PAX5 CGGAAGCAGATGCGGG TGAGTAGTGCTGCCTCTCAAACAC Exon 6
PAX5 GGAGCTGTGGACATGAGCG GCCAAGTCACGGCCTGAG Exon 8
PAX5 CAGCCGCCACTGCCTATG TGTCACCCTCAATAGGTGCCA Exon 10

CDKN2A CCAACGCACCGAATAGTTACG GCTACCTGATTCCAATTCCCCT Exon 2
CDKN2A CGCCCTAAGCGCACATTC CAAAATGCTTGTCATGAAGTCGAC Exon 4
CDKN2B TCATTCTACCAGATACACATTTAAAAGAGA GTAAAGATTTGTGTATTCAACTCAAATGTACTC Exon 2
B2mM TCTAGGCGCCCGCTAAGTT TCGCGTGCTGTTTCCTCC Intron 1-2
RPLPO ATAAACGGGCTCAGGCAAGTT CGCGCTCTTTTAGAAGCCAG Intron 2-3
TBP TCTCTCTGACCATTGTAGCGGTT CCGTGGTTCGTGGCTCTCT Intron 5-6
Exon 6
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Bijlage D: overzichtstabel Coffalyser.net versus GeneMarker

Overzichtr J Genemarker Coffalyser.net Genemarker Coffalyser.net Genemarker Coffalyser.net Genemarker Coffalyser.net Genemarker Coffalyser.net Genemarker Coffalyser.net
=) o o © © o o
= =4 =3 =3 =3 <4 <3
£ s s s s s s
K ] £ £ 2 2 £
& 3 3 3 3 3 3
7 3 ) 3 = b= ) b=t g b= 2 2
S 1] = [ = ] k=4 o B8 I © [
= S s R ® =5 © a5 £ S = R
g 3 = 3 = 3 = 3 e 3 2 3
= =t £ = £ =4 £ c i = = =
S 5] = T = o = g = = 5] = T
N ] = ] jcy 2 — g = = a = a
w 3 < ] ) ] = 3 S 3 = o 3
~ = = = @ = =) = ] a = 8 a =
= a0 ~ a0 o oo Il @ N o0 ] N =3
= £ N £ = £ 0 £ = ~ £ = 1] =
1% =1 o© = ) 3 1) S =)
b z & = ] B 3 = = = B £ ® =
< = < = < = < = = < = = < =
3 B E g 3 i< E B a 2 B a2 E ]
= g = g = 3 = g S = g ] = 3
o =] o =] o =] o ° P> o =] 2 o =]
= < = < = 5 = S = = < N = <
MLPA probe o 5 o 5 ) & o 5 < o b 2 o 5
PAR1regio
SHOX-AREA 1,057 1,31 0,178898| 1,354 1,24 0,0806102| 1,156 1,19 0,0240416 1,311 1,46, 0,1053589) 0,846 0,82] 0,0183848)| 1,332 1,37, 0,0268701
CRLF2_ex04 1,031 1,33; 0,2114249 1,121 1,06 0,0431335 1,693 1,58 0,0799031 1,079 1,1 0,0148492| 1,264 1,15 0,0806102| 1,112 1,06! 0,0367696|
CSF2RA_ex10 1,052 1,3i 0,1753625 1,099 1,05 0,0346482| 1,576 1,58 0,0028284 1,056 1,17, 0,0806102] 1,111 1,11, 0,0007071] 1,036 1,07, 0,0240416|
IL3RA_ex01 1,054 1,11 0,039598| 1,145 1,15/ 0,0035355| 1,45 1,43 0,0141421 1,069 1,19/ 0,0855599) 0,856 0,96/ 0,0735391 1,007 1,111 0,072832|
P2RY8_ex02 1,065 1,29 0,159099| 1,121 1,05/ 0,0502046 1,44 1,37 0,0494975 1,106 1,17} 0,0452548| 1,037 0,97; 0,0473762 1,21 1,19] 0,0141421
ZFY_ex04 1,098 1,39; 0,2064752 o (o} (o) o (0] O 0,938 1 0,0438406 (0] (0} O] 0,954 0,94: 0,0098995
EBFlgen EBF1_ex16 1,151 1,12 0,0219203| 1,137 1,11 0,0190919 1,131 1,05/ 0,0572756 1,064 1,05 0,0098995 0,904 0,92] 0,0113137 1,082 1,13 0,0339411
EBF1_ex14 1,114 1,18) 0,046669 1,193 1,19 0,0021213| 1,258 1,16 0,0692965| 1,092 1,1/ 0,0056569 1,07 1,1/ 0,0212132 1,127 1,17 0,0304056)
EBF1_ex10 1,115 1,04 0,053033| 1,003 1} 0,0021213| 1,171 1,05 0,0855599 0,98 0,96; 0,0141421] 1,036 1,01] 0,0183848 1,083 1,09 0,0049497
EBF1_ex01 1,062 1,1 0,0268701 1,084 0,98/ 0,0735391 1,177 1} 0,1251579 1,122 1,06 0,0438406 1,11 0,96 0,106066 1,214 1,08 0,0947523|
IKZF1 gen IKZF1_ex01 0,584 0,62 0,0254558] 0,586 0,58{ 0,0042426 0,71 0,63{ 0,0565685] 0,859 0,85 0,006364| 1,321 1,23} 0,0643467 0,734 0,71: 0,0169706]
IKZF1_ex02 0,617 0,7: 0,0586899 0,066 0,06; 0,0042426 0,663 0,61; 0,0374767 0,824 0,79; 0,0240416 1,22 1,21; 0,0777817 0,453 0,41: 0,0304056)
IKZF1_ex03 0,603 0,6 0,0021213 o 0,07, 0,0494975 0,721 0,67 0,0360624] 1,074 1,05, 0,0169706 1,052 1,02} 0,0226274] 0,535 0,53. 0,0035355
IKZF1_ex04 0,631 0,68: 0,0346482| 0,62 0,58! 0,0282843 0,693 0,65; 0,0304056 0,932 0,93} 0,0014142] 1,151 1,08} 0,0502046 0,758 0,73 0,019799
IKZF1_ex05 0,589 0,7 0,0784889| 0,634 0,53/ 0,0735391 0,622 0,55/ 0,0509117 1,096 1,07, 0,0183848| 1,031 0,9 0,092631 0,874 0,8 0,0523259
IKZF1_ex06 0,557 0,59: 0,0233345 0,519 0,55! 0,0219203} 0,656 0,6 0,039598| 1,091 1,06 0,0219203 0,924 0,94} 0,0113137 0,822 0,85 0,019799
IKZF1_ex07 0,568 0,57 0,0014142 0,571 0,58, 0,006364] 0,68 0,64] 0,0282843] 0,781 0,79, 0,006364] 1,303 1,28/ 0,0162635 0,65 0,65 0
IKZF1_ex08 0,571 0,55; 0,0148492] 0,614 0,53 0,059397| 0,545 0,5/ 0,0318198 1,196 1,17 0,0183848| 1,055 0,99} 0,0459619 0,978 0,99; 0,0084853}
CDKN2A/Bgen JAK2_ ex23 0,575 0,71; 0,0954594] 1,114 1,01) 0,0735391 1,137 1,04 0,0685894| 0,529 0,53} 0,0007071] 0,983 0,88 0,072832 1,005 0,93 0,053033
CDKN2A_ex05 0,54 0,52/ 0,0141421 0,635 0,55/ 0,0601041 0,468 0,45, 0,0127279 0,183 0,2 0,0120208 0 0, 0ol 1,177 1,21 0,0233345|
CDKN2A_ex02 0,652 0,69 0,0268701] o] 0,07| 0,0494975 0,73 0,66] 0,0494975] 0,18 0,18 0| 0,169 0,15 0,013435 1,062 1,02 0,0296985
CDKN2B_ex02 0 0,11, 0,0777817| o 0,06/ 0,0424264] 0,547 0,51) 0,026163 0,208 0,22 0,0084853| 0 0,15, 0,106066 1,245 1,22 0,0176777|
PAXS gen PAXS5_ex10 0,567 0,59 0,0162635 0,534 0,54] 0,0042426 1,074 1,01} 0,0452548| 0,591 0,59} 0,0007071] 0,983 0,98 0,0021213 1,083 1,1 0,0120208|
PAX5_ex08 0,596 0,64; 0,0311127| 0,684 0,64, 0,0311127 1,12 1,03{ 0,0636396 0,707 0,69/ 0,0120208| 1,042 1/ 0,0296985 1,155 1,1! 0,0388909)
PAX5_ex07 0,565 0,58{ 0,0106066 0,664 0,63] 0,0240416| 1,234 1,14 0,066468| 0,601 0,63} 0,0205061] 1,244 1,23 0,0098995 1,082 1,1 0,0127279
PAXS5_ex06 0,617 0,67: 0,0374767 0,593 0,57} 0,0162635 1,175 1,02 0,1096016 0,591 0,58! 0,0077782] 1,271 1,1 0,1209153 1,003 0,91: 0,0657609
PAX5_ex05 0,522 0,6 0,0551543 0,572 0,59, 0,0127279 0,876 0,91/ 0,0240416 0,58 0,65, 0,0494975) 0,753 0,8, 0,033234] 0,928 1,04; 0,079196)
PAXS5_ex02 0,578 0,65: 0,0509117 0,637 0,58! 0,0403051] 1,047 0,96; 0,0615183} 0,532 0,55¢ 0,0127279 0,926 0,85} 0,0537401 0,99 0,94: 0,0353553
PAX5_ex01 0,563 0,65: 0,0615183 0,597 0,53, 0,0473762 0,983 0,93/ 0,0374767 0,608 0,61 0,0014142] 0,981 0,89, 0,0643467| 0,927 0,86. 0,0473762
ETV6-gen ETV6_ex01A 1,001 0,99: 0,0077782 0,547 0,55 0,0021213 0,912 0,93; 0,0127279 1,068 1,17; 0,0721249 1,172 1,21 0,0268701 0,805 0,89: 0,0601041]
ETV6_ex01B 0,933 0,96: 0,0190919) 0,594 0,58/ 0,0098995) 0,773 0,84] 0,0473762) 1,055 1,21, 0,1096016 1,051 1,2, 0,1053589) 0,783 0,9 0,0827315|
ETV6_ex02 1,051 1,12i 0,0487904 0,938 1,03 0,0650538| 1,123 1,07 0,0374767| 0,973 0,99; 0,0120208| 1,285 1,34, 0,0388909) 0,488 0,51: 0,0155563
ETV6_ex03 0,983 1,17 0,132229 1,151 1,1} 0,0360624| 1,125 1,07 0,0388909 1,117 1,17} 0,0374767 1,215 1,18; 0,0247487 0,595 0,6; 0,0035355
ETV6_ex05 0,999 1,07 0,0502046 0,991 1,04 0,0346482| 1,081 1,02} 0,0431335 1,134 1,16 0,0183848| 1,233 1,33/ 0,0685894 0,565 0,61 0,0318198)
ETV6_ex08 1,051 1,26{ 0,1477853 1,05 1,02| 0,0212132| 1,105 1,05; 0,0388909 1,026 1,08; 0,0381838 1,381 1,34 0,0289914 0,521 0,53 0,006364]
BTG1-gen BTG1-AREA_1 1,182 1,23} 0,0339411] 1,058 1,02 0,0268701 1,254 1,12 0,0947523| 1,05 1,04/ 0,0070711 1,598 1,45/ 0,1046518] 1,126 1,04i 0,0608112]
BTG1-AREA_2 0,634 0,67; 0,0254558] 0,632 0,65; 0,0127279 1,254 1,21 0,0311127 0,733 0,76; 0,0190919 1,479 1,54; 0,0431335| 0,792 0,83! 0,0268701]
BTG1_ex02 0,573 0,57 0,0021213 0,614 0,61, 0,0028284 0,932 0,91/ 0,0155563| 0,979 1,02/ 0,0289914 1,188 1,21/ 0,0155563| 0,995 1,06 0,0459619
BTG1_ex01 1,164 1,23{  0,046669) 1,093 1,05 0,0304056) 1,295 1,22/ 0,053033| 0,915 0,95, 0,0247487| 1,706 1,62/ 0,0608112] 1,032 1,06, 0,019799
RB1l-gen RB1_ex06 1,052 1,09; 0,0268701] 1,064 0,94{ 0,0876812 1,035 0,96 0,053033} 1,181 1,17 0,0077782] 0,93 0,87} 0,0424264] 1,158 1,08 0,0551543
RB1_ex14 1,043 1,08! 0,026163| 1,14 1,12 0,0141421 1,102 1,01] 0,0650538| 1,25 1,23} 0,0141421] 0,931 0,9/ 0,0219203 1,105 1,08, 0,0176777|
RB1_ex19 1,065 1,14 0,053033| 1,149 1,16; 0,0077782 1,163 1,09 0,0516188| 0,911 0,91} 0,0007071] 1,096 1,1 0,0028284 0,815 0,84; 0,0176777|
RB1_ex24 1,063 1,03 0,0233345| 1,034 1,06/ 0,0183848| 0,899 0,91/ 0,0077782 1,119 1,22} 0,0714178] 0,8 0,88/ 0,0565685 0,889 0,99] 0,0714178]
RB1_ex26 1,049 1,06: 0,0077782 0,982 1 0,0127279 0,913 0,87{ 0,0304056 1,165 1,22} 0,0388909 0,794 0,96/ 0,1173797 0,878 0,96: 0,0579828]
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PAR1regio

SHOX-AREA 1,288 1,26 0,019799 0,913 1,04; 0,0898026 1,63 1,79{ 0,1131371] 1,17 1,3} 0,0919239| 1,057 1,05! 0,0049497 1,489 1,62 0,092631]

CRLF2_ex04 1,01 1,07| 0,0424264] 0,972 1,18{ 0,1470782 1,341 1,36 0,013435 1,044 1,1 0,039598] 1,093 1,1 0,0049497 1,265 1,26] 0,0035355

CSF2RA_ex10 0,744 0,79 0,0325269 1,007 1,13{ 0,0869741] 1,202 1,3 0,0692965 1,33 1,44 0,0777817 1,039 1,09] 0,0360624 1,096 1,17{ 0,0523259

IL3RA_ex01 0,82 0,81} 0,0070711 1,017 1,06; 0,0304056 1,266 1,38 0,0806102] 1,397 1,53/ 0,0940452] 0,996 1,04; 0,0311127 1,237 1,31} 0,0516188|

P2RY8_ex02 0,741 0,75 0,006364] 0,924 1,05; 0,0890955 1,476 1,5; 0,0169706| 1,483 1,53 0,033234] 1,003 0,99{ 0,0091924] 1,362 1,36; 0,0014142]

ZFY_ex04 1,03 1,11} 0,0565685| 1,153 1,32; 0,1180868| o (0} o] 0,917 0,99] 0,0516188] (0] (0} (o] 0,862 0,89 0,019799

EBFlgen EBF1_ex16 0,992 0,93| 0,0438406 1,037 1,04{ 0,0021213 1,06 1,05 0,0070711] 0,967 0,97 0,0021213 1,022 1| 0,0155563 1,116 1,09{ 0,0183848

EBF1_ex14 1,144 1,1} 0,0311127| 1,121 1,25{ 0,0912168| 0,986 0,98{ 0,0042426| 0,983 0,98/ 0,0021213 1,042 1,07 0,019799 1,008 0,99} 0,0127279

EBF1_ex10 0,884 0,9 0,0113137 1,072 1,01; 0,0438406 1,06 1,03} 0,0212132 0,885 0,88] 0,0035355 1,134 1,01 0,0876812 1,036 1/ 0,0254558|

EBF1_ex01 1,019 0,98] 0,0275772 1,004 0,97; 0,0240416| 1,121 1,03] 0,0643467 1,103 1,05 0,0374767 1,013 0,97{ 0,0304056 1,11 1{ 0,0777817

IKZF1gen [IKZF1_ex01 0,997 1,01} 0,0091924] 1,15 1,16; 0,0070711] 0,908 0,86] 0,0339411 1,015 1} 0,0106066| 1,07 0,99{ 0,0565685 0,897 0,88; 0,0120208|

IKZF1_ex02 0,938 0,89 0,0339411 1,145 1,19{ 0,0318198| 0,853 0,8 0,0374767 0,967 0,95 0,0120208] 1,127 1,11 0,0120208| 0,807 0,75; 0,0403051

IKZF1_ex03 0,959 0,89| 0,0487904] 0,985 1{ 0,0106066| 1,004 0,98} 0,0169706| 0,964 0,93] 0,0240416) 0,923 0,92] 0,0021213 1,081 1,05{ 0,0219203|

IKZF1_ex04 0,892 0,86/ 0,0226274] 1,061 1,12{ 0,0417193| 0,939 0,94} 0,0007071 1,007 1,01} 0,0021213 1,025 0,99{ 0,0247487 0,912 0,92} 0,0056569

IKZF1_ex05 1,045 0,99] 0,0388909 0,887 1i 0,0799031 0,968 0,95{ 0,0127279 0,922 0,91 0,0084853 0,923 0,88] 0,0304056 1,051 0,99; 0,0431335

IKZF1_ex06 1,042 0,99 0,0367696) 0,959 1,05; 0,0643467 1,006 0,98{ 0,0183848 1,114 1,1} 0,0098995 1,013 0,97{ 0,0304056 1,008 1,01; 0,0014142]

IKZF1_ex07 0,862 0,87 0,0056569 1,127 1,11; 0,0120208| 0,777 0,77} 0,0049497 0,834 0,83] 0,0028284] 1,039 1,04] 0,0007071 0,762 0,76] 0,0014142|

IKZF1_ex08 1,165 1,07| 0,0671751] 0,92 0,89; 0,0212132 1,186 1,17{ 0,0113137 1,215 1,22 0,0035355 0,953 0,9/ 0,0374767 1,196 1,15{ 0,0325269

CDKN2A/B § JAK2_ex23 1,071 1,07{ 0,0007071 1,037 1,15{ 0,0799031] 0,824 0,8{ 0,0169706 0,913 0,91 0,0021213| 1,08 1,05! 0,0212132 0,907 0,87 0,026163

CDKN2A_ex05 0,85 0,77 0,0565685 0,492 0,48; 0,0084853 1,223 1,23] 0,0049497 1,297 1,321 0,0162635| 1,07 0,97 0,0707107 1,071 1,07{ 0,0007071]

CDKN2A_ex02 0,67 0,68 0,0070711 0,683 0,71; 0,0190919 1,046 0,99 0,039598 0,998 0,99] 0,0056569| 1,107 1,05 0,0403051] 0,976 0,93; 0,0325269

CDKN2B_ex02 1,097 1,05 0,033234] 0,51 0,57; 0,0424264] 1,058 1,09] 0,0226274 1,132 1,15{ 0,0127279 0,99 0,94] 0,0353553 1,072 1,06] 0,0084853

PAX5gen PAX5_ex10 0,956 0,94/ 0,0113137] 0,565 0,62; 0,0388909 1,171 1,16] 0,0077782 1,109 1,09 0,013435 0,991 0,97| 0,0148492 1,074 1,06{ 0,0098995

PAX5_ex08 1,081 1,06/ 0,0148492| 0,556 0,59; 0,0240416 1,202 1,14{ 0,0438406 1,079 1,09/ 0,0077782 0,949 0,93 0,013435 1,2 1,14{ 0,0424264

PAX5_ex07 1,168 1,13} 0,0268701] 0,627 0,63; 0,0021213 1,081 1,08 0,0007071] 1,205 1,19] 0,0106066) 1,056 1 0,039598| 1,064 1,03{ 0,0240416

PAX5_ex06 0,937 0,96 0,0162635 0,663 0,68; 0,0120208 0,988 0,94} 0,0339411 1,03 0,99] 0,0282843 1,04 0,99{ 0,0353553 0,973 0,93; 0,0304056|

PAX5_ex05 0,655 0,72 0,0459619 0,588 0,65; 0,0438406 0,838 0,92} 0,0579828 0,817 0,92 0,072832] 0,842 0,9/ 0,0410122 0,897 0,96] 0,0445477

PAX5_ex02 0,672 0,67 0,0014142 0,562 0,59 0,019799 0,943 0,94{ 0,0021213| 0,922 0,96/ 0,0268701] 1,003 0,96| 0,0304056 1 0,99{ 0,0070711|

PAX5_ex01 0,701 0,68] 0,0148492 0,552 0,62; 0,0480833 0,966 0,97} 0,0028284 0,967 0,97 0,0021213 0,966 0,99] 0,0169706 1,067 1,03 0,026163

ETV6-gen ETV6_ex01A 1,105 1,14, 0,0247487 0,615 0,61; 0,0035355 0,967 1,04 0,0516188| 0,997 1,09/ 0,0657609 0,943 0,94 0,0021213 0,941 1} 0,0417193]

ETV6_ex01B 1,17 1,13} 0,0282843| 0,546 0,57 0,0169706 0,966 1,11} 0,1018234 0,941 1,09] 0,1053589 0,963 0,92] 0,0304056 0,961 1,11{ 0,1053589

ETV6_ex02 0,917 0,99/ 0,0516188] 0,663 0,72} 0,0403051 0,908 0,92} 0,0084853| 0,788 0,81 0,0155563 1,022 1,06! 0,0268701, 0,911 0,91} 0,0007071

ETV6_ex03 1,152 1,19/ 0,0268701] 0,582 0,66; 0,0551543 0,966 1,01} 0,0311127 1,005 1,02{ 0,0106066) 1,018 1,03] 0,0084853 0,995 1,01{ 0,0106066

ETV6_ex05 1,023 1} 0,0162635 0,548 0,62; 0,0509117 1,238 1,22} 0,0127279 1,132 1,16 0,019799 0,89 0,87 0,0141421 1,176 1,2 0,0169706|

ETV6_ex08 0,969 1,02; 0,0360624] 0,913 1,03; 0,0827315 0,936 0,99] 0,0381838| 0,785 0,85] 0,0459619 0,929 0,96 0,0219203 0,984 0,98; 0,0028284

BTG1l-gen BTG1-AREA_1 0,977 1 0,0162635 1,111 1,09; 0,0148492 1,047 1 0,033234] 1,047 1,02] 0,0190919 1,092 1,05 0,0296985 1,05 0,97} 0,0565685|

BTG1-AREA_2 0,877 0,88] 0,0021213| 1,165 1,25{ 0,0601041] 0,702 0,71} 0,0056569 0,686 0,7 0,0098995 1,077 1,12] 0,0304056 0,713 0,72} 0,0049497|

BTG1_ex02 1 1,01} 0,0070711] 0,95 0,94} 0,0070711 1,025 1,06] 0,0247487 0,994 1,04{ 0,0325269 1,006 1,02] 0,0098995 0,979 1,03{ 0,0360624

BTG1_ex01 0,959 0,99 0,0219203 1,085 1,11} 0,0176777 1,02 1,03{ 0,0070711] 0,969 1} 0,0219203 1,095 1,11 0,0106066 0,969 1{ 0,0219203|

RB1-gen RB1_ex06 1,094 1,08 0,0098995 0,955 0,93; 0,0176777 1,14 1,11} 0,0212132 1,168 1,18, 0,0084853 0,963 0,91 0,0374767 1,158 1,12{ 0,0268701]

RB1_ex14 1,102 1,1{ 0,0014142 0,957 0,98; 0,0162635| 1,061 1,05 0,0077782] 1,038 1,04] 0,0014142] 0,925 0,96{ 0,0247487 1,088 1,09{ 0,0014142]

RB1_ex19 1,038 1,05/ 0,0084853 1,112 1,14 0,019799 0,833 0,82} 0,0091924 0,96 0,96 O 1,054 1,09] 0,0254558| 0,868 0,87} 0,0014142|

RB1_ex24 1,168 1,17{ 0,0014142] 0,961 0,99; 0,0205061 0,966 1,04{ 0,0523259 0,881 0,96/ 0,0558614] 0,909 0,91 0,0007071 0,939 1{ 0,0431335|

RB1_ex26 1,04 1,03/ 0,0070711) 0,999 1,06{ 0,0431335 0,973 1{ 0,0190919| 0,973 1,01 0,026163 0,968 1,02] 0,0367696 0,973 1/ 0,0190919|

Amplificatie monoallelische deletie biallelische deletie
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Bijlage E: Diagnostische informatie van de 12 onderzochte patiénten

Moleculaire resultaten (2010 - 2014)

naam patient Geslacht geboortejaar soortstaal  Diagnose t(12;21) (ETV6-RUNX1) t(4;11) (MLL-AF4) t(1;19) (TCF3-PBX) BCR-ABLela2 |%blasts Extrainfo diagnose

AE M 28/03/1998 bloed PRE-B-ALL neg neg neg pos 89 partiéle deletie van 9p

BA F 30/08/2001 bloed PRECURSOR B-ALL neg neg neg 91 monoallelische deletie CDKN2A + breekpunt op 14q32 waarschijnlijk t(X:14) (p22;34)
BS F 11/03/2010 BM PRE-B-ALL neg neg neg 98 hyperdiploidie (trisomie 14932 en 21g22) + deletie van CDKN2A
CR M 18/06/2008 BM PRE-BALL neg neg neg 90 afwijkingen in 9p + deletie van CDKN2A

DCJ F 12/07/1985 BM pre B-ALL neg neg 93 partiéle trisomie 9 + deletie in CDKN2A

DCT M 22/07/2010 bloed pre-B-ALL neg neg neg 53 pseudodiploid karyotype

DLF M 17/10/2011 BM PRECURSOR B-ALL neg neg neg 93 hyperdiploid signaal

GC M 11/09/2010 BM PRE-B-ALL pos neg neg 86 (12;21) + extra kopie van chromosoom 21

M F 2/07/2010 BM PRE-B-ALL neg neg neg 93 hyperdiploid signaal

Mc M 21/09/2008 BM PRE-B-ALL pos neg neg 62 normaal

VG F 30/12/1948 bloed B-ALL neg neg pos 19 normaal

VST M 14/05/2009 BM PRE-B-ALL neg neg neg 67 hyperdiploidie
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Bijlage F: De validatierapporten uit GeneMarker van de acht BCP-ALL-
patiénten waarbij verschillende CNA’s gedetecteerd werden

MLPA Iy Report -
Software: GeneMarker WV1.91 Analysis Type: MLPA

Project: ALLS.SGF Compare Type: MLPA Ratic

T n: Norm By: P Mormalization

Report Time: 05192014 - 168:22:15 By: Peak Height

Panel: P335-B1 Classification: Loss < 0.75 <= Equivalent <= 1.30 < Gain
Control: 3_NC_ALLS_DLD1_20xverdund_B01_1.{sa Report Value Type: Peak Ratio

3_NC_ALLS_AE483125_20xverdund_A02_1 fsa

| P335B1 |
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
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2.000 ]

ol B o ST R0 ACK 0 AN EL LD AL, ) Uk S ..‘...|.|..||JI| .ll]

|z_ cunnﬁ1| ||ZFY exuq|| |PAX5 exl]2| ||EE|F1 ex01| [PAXS_exos]| |PAX5 exl]?HPA)(S ex1 u| |RE|1 E:QBH |ctri_ uzme 1]

z_conc74]| [ctr_16p13.2] | [Ctr_11q12.3] [ETWE_ex03| [cOKNZA_ex0s| |[EBF1_ex10]
z_DD29| [IKZF1_ex05|| [ETVE_ex08| [ctr_02924.3]| [RB1_ex14] | |[IKZF1_ex03] _
=_ligationg2| | [JAK2_ex23] KZF1_ex02| [IKZF1_ex04| |[Ctr_15g21 1] [ETwE_exn18] | [Ctrl 19q1343
z_DDB97| [SHOX-AREA] | Ctrl_01pz1.1 ___I ez [ETVE_ex02| [EBF1_ex18)

CEF2RA_exi0] [BTG1_ex0i] [Cirl 09q343 Ctrl_03p25 3
[BTG1-AREA_1]

Sample Name: 3_NC_ALLS5_AE483125_20xverdund
Machine: ABI3730-23171-010
Run Time: 04/18/2014 - 15:19:27 -= 04/18/2014 - 168:05:10

Statistics # Probes Mean StdDev
ControlSample  13/43 0.94/0.34 0.17/0.25 2
o
Conclusion B
&

Date Initial

Authorization 1

o 100 200 200 400 S00

Authorization 2 size (bps)
MLPA Analysis Report - Soft ti
GeneMarker V1.91 Analysis Type: MLPA
Project: ALLE.SGF Compare Type: MLPA Ratio
T ician: Normalization By: Pop ion Normalization
Report Time: 05192014 - 16:08:35 Q tification By: Peak Height
Panel: P335-B1 Classification: Loss < 075 <= Eguivalent == 1.30 = Gain
Control: 3_NC_ALL2_DLD1_AD1_1.fsa Report Value Type: Peak Ratio

3_NC_ALLE_BA4E2022_B02_1fsa
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S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500
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AL 5 R e B L LAL ML AR 0 ..._...,I.......n].|1l|. J.I..\l-l'.L

My
z_concé1 F [sHOX ARF_AH [zF1_ exDZ|||IK.ZF1 ax04| ||Ctr\ 15q21 1| |EI'VB exm E|||RE1 eaQB” |Ctr| 02p161|

z_concBal[[Cirl_o7q11 23] [P2RYE_ Exl]2|| ETW6_ex03| [COKN2A_ex05] ||EElF1 exi0] ||Ctr| 20p13||[ETvE_ex05]
z_conc74|| [ctr16p13.2] | [ctr_11g12.3] | | [ctr_02g24.3]| [RB1_ex14] PAXS ex10| [ctrl_19q13.43]
z_DD&g IKZF1 _ex05|| [ETve_exog] ‘ IKZF1_ex01| | [BTG1 exuz ETVE_ex02| [EBF1_exig]
ion82| [JAKZ_ex23| [cir_01p21.1] [PAXE_exbg| [PANS_ex07| [BTG1-AREA_Z| [Cir_03g122]
|z_DDB7| |PAxs_ex01| |RB1_ex08| [PAXS exDS| [IKZF1_exd7| |RB1_ex24] Cirl_03p12.2
[CRLF2_ex0d] | | [PAXE_extd] | [KZF1_exng] [L3RA_ex01] [EBF1_ex14]
|csF2ra_exi0| [EBF1_exo1] [ctri_09g34.3| [RB1_exi9) [KzF1_exos]
[Pax5_ex02] [BTG1_ex01] ETWE_ex014] [Ctrl_03p25.3]

BTG1-AREA_1

Sample Name: 3_NC_ALLS_BA422022
Machine: ABI3730-23171-010 257~
Run Time: 05/15/2014 - 10:24:18 = 05/15/2014 - 11:20:17 5
Statistics. # Probes Mean StdDev 1
Control/Sample 13740 1.07/0.85 0.15/0.29 RN
[
- =
Conclusion § 1
Date Initial 0st-
Authorization 1

N 300
Autharization 2 sie (bps)




MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker ¥1.81

Analysis Type: MLPA

Project: ALLE.SGF

Compare Type: MLPA Ratio

Technician: Normalization By: Population Normalization
Report Time: 05/M1%/2014 - 16:20:58 Q tification By: Peak Height
Panel: P335-B1 Classification: Loss =075 ==F == 1.30 = Gain
Control: 3_NC_ALLS_DLD1_AD1_1.fza Report Value Type: Peak Ratio
3_MNC_ALL6 483680BS_HO01_1.fsa
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[z_concai] ||[cti_07q11.23] [P2RE_exn2] |

Wy
ETW6_ex)3| [CDKNZA_ex05|

[EBF1_ex10] | [ctri_20p13]| [ETw6_ex0s]

[z_conces]| [ [cti_18p13.2] [ [Ctr_11a12.3]

COKN2A_ext2] | [RB1_ex14]|

[izF1_exug] [[EBF1_ex14] [ [ctr_02pi6.1]

[z_conc74]| [CRLFZ_exnd] [ [ETve_exog

[ [Ctr_0z022.3) [[Cir_15q21.1] [ETwe_ex018] | [RB1_exzs] |
[z_concB0] [IKZF1_exs] | [PAXS_ex06| [[KZF1_ex04| | | [BTG1_ex02]| [ [PAXS_ext0] [Ctr_19a13.43]

|z_ppag| |5H0X7ARF_A|||IKZF1_exE}2| ||IK.ZF1_exD‘1| |Paxs_exo7| [ETvE_ex02| [EBF1_exis|
[z_li 2| [JaKZ_exz3| [ctr_01p21.1] [PaxS_ex08] [KZF1_ex07| [BTG1-AREA_2| [Cir_03g12.3]
|z_poe7] |Paxs_exo1| |[RB1_ex06| [Paxs_ex0s| [L3RA_ex01| |[RB1_ex24| |ctr_oapiz.2|
[cSF2rRA_ext0] [EBF1_ex01] [KZF1_exog| [RB1_ex18]
[Paxs_exo2| [BTG1_ex01] [ctri_oeg34.3| [ctri_o3p2s.3]

BTG1-AREA_1 ETWE_ex01A)
CDKNZB_ex12|

Sample Name: 3_NC_ALLS_483680B5
Machine: ABI3730-23171-010
Run Time: 04/23/2014 - 19:30:37 = 04/23/2014 - 20:14:14

Statistics # Probes Mean StdDev
Control'Sample 12743 1.04/1.02 0.17/0.28 %
[i'd
Conclusion ki
o
Date Initial
Authorization 1
R~ o 300
Autharization 2 See (bps)
MLPA Analysis Report - SoftGenetics
Software: GeneMarker W1.91 Analysis Type: MLPA
Project: ALLE.SGF Compare Type: MLPA Ratio
Technician: Normalization By: Population Nermalization
Report Time: 05/1%/2014 - 15:20:58 Quantification By: Peak Height
Panel: P335-B1 Classification: Loss < 0.75 <= Eguivalent == 1.20 < Gain
Control: 3_NC_ALLS_DLD1_AD1_1.fza Report Value Type: Peak Ratio
3_NC_ALL6_484385CR_A02_1.fsa
P335-B1
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[z_conce1] |||ZFY_exEH|| [PAxS_ex02| [EBF1_ex01] [PAXS_ex0S| [PAXNS_ex07] [PAXS_ex10| [RB1_ex28]| [Ctrl_02p16.1]

|z_concss|[ctri_o7q11.23] [P2RvE_ex02| |

ETWE_ex13||[CDKN2A_ex0s| |[EBF1_ex10] | |ctri_z20p13]| [ETve_exos]

[z_conc74]| [ctr_18p13.2] | [ctr_11g12 3]

CDKNzA_ex02] | [RB1_ext4] | [IKzF1_exo3] [[EBF1_extd] []

[z_concau] [cRLF2_ex4| [ [ETvE_exus]

[ctri_oz2g24 .3]| ([ctr_15g21.1]| [ETve_exniB] | [ctri_19q13.43]

[z_DDas] [KzF1_exos]| [Paxs_exos| [[iKzFi_exos] |

[BTe1_exoz]| [ [ETwe_ex0z| [EBF1_exig]

[z_ligations2] [JaKZ_exz3] [KZF1_exoz] ||IK.ZF1_exEH|

[KZF1_ex07] [BTG1-AREA_2| [Cirl_03q12.2]

[z_DD97] |[SHOX_AREA] | [ctr_01p21.1| [PAXS_ex0a] |IL3Ra_exd1]  |RB1_exzd| |ctr_o3p12.2|
[Paxs_ex01] [RB1_ex08| [IKZF1_exog] [RB1_ex19] IKZF1_ex06
|[csF2ra_exio] [BTG1_ex0i| [ctrl_09g34.3] [ctr_o3p2s.3]

[BTG1-AREA_1] [ETve_ex014]

CDKNZB_ex2|

Sample Name: 3_NC_ALLS 424385CR
Machine: ABI3730-23171-010
Run Time: 04232014 - 19:30:37 -= 04/23/2014 - 20:14:14

Statistics # Probes Mean StdDev
Control’Sample 13744 0.95/0.50 0.18/0.28
Canclusion
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MLPA Analysis Report - SoftGenetics

Software: GeneMarker W1.51

Analysis Type:

MLPA

Project: ALLS.SGF

Compare

Type: MLPA Ratio

Technician: Normalization By: P 1 Nor n
Report Time: 05/1%/2014 - 18:20:57 Q ificati By: Peak Height
Panel: P335-B1 Classification: Loss=0.75==E == 1.30 < Gain
Control: 3 NC_ALLS_DLD1_AD1_1.fza Report Value Type: Peak Ratio
3_NC_ALLG_481372DCJ_D01_1.fsa
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[z_concs] ||[cti_o07q11.23] [P2RVE_ex0Z] |

L
ETVE_ex3] |

ML LI IR L LRIl
[RB1_ext4] [[EBF1_ex10] | [cir_20p13]| [ETWE_ex0s]

[z_concssg|| | [ctr_18p12.2] | [ctr_11g12.3]

CDKN2A_ex02|

[ctri_15g21.1] [ETwe_exn1B] | [RE1_exz8] [ctrl_ozp16.1]

[z_conc74|| [CRLF2_exn4| [ [ETV6_ex08

[ [cti_ozq22.3]

[BTG1_exoz|| ||PA)(5_Ex1 0| [Ctr_19q13.43]

[z_conca0]  [KZF1_ex05]| | [PAXS_cx08] |[KZF1_ex4)

[PaxE_ex07| [ETVE ex02] [EBF1_exis]

|z_ppas] [sHOX-AREA| | [IKZF1_ex0z] [KzZF1_ex01 |IkzF1_ex07] [BTG1-AREA_Z| [Ctrl_03g12.2|
|z_ligationg2| |JAK2 ex23|| [Ctr_01p21.1| |PAKE ex0g] [L2RA_ex0i|  [RBA_ex24| |ctrl_03p12.2|
[z_DDa7] [Paxs_exo1] [RB1_ex08] [PAXS_exos| [RB1_ex19| [EBF1_ex14] |
[cSF2RA_ex10| [EBF1_ex01] [IKZF1_ex0g] [ctri_nap2s.3] [KZF1_exo8]
|Paxs_ex02] [BTG1_exo1| [ctr_osg34.3) [kzF1_exo3|
BTG1-AREA_1 ETVE_ex014]
Sample Name: 3_NC_ALLG_481372DCJ
Machine: ABI37T30-23171-010
Run Time: 04/23/2014 - 19:30:37 == 04/23/2014 - 20:14:14
Statistics # Probes Mean StdDew
ControliSample 13741 0.93/1.08 0.17/0.26 £
o
Conclusion E
o
Date Initial
Autharization 1
Authorization 2
MLPA ysis Report - Soft tics
Software: GeneMarker W1.91 Analysis Type: MLPA
Project: ALLS.SGF Compare Type: MLPA Ratio
Technician: Normalization By: Population Nermalization
Report Time: 05/1%/2014 - 16:20:58 Quantification By: Peak Height
Panel: P235-B1 Classification: Loss < 0.75 <= Eguivalent <= 1.20 < Gain
Control: 3_MNC_ALLE_DLD1_A01_1.fsa Report Value Type: Peak Ratio
3_MNC_ALLG_482862DCT_G01_1.fsa
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[z_conce] |||ZFY_exEH|| |PAxS_ex02| [[EBF1_ex01] [PAXS_ex05] [PANS_

W WoW oW I WO
x07| | [ETVE_ex02]| [EBF1_exid] | |

|z_conces([ctr_o7g11.23| [P2RvE_exo0z| |

ETVE_ex)3| [cDKNZA_ex0s)

|[EBF1_ex10] [ctri_20p13|| [ETwe_exos|

[z_concT4]| [ctr_18p13.2] | [ctr_11g12.3]

CDKNZA_ex0Z|

RB1_ex14] | [IkzF1_ex3| [[EBF1_ext2] [ [cti o2pt61]

[z_concau] [cRLF2_ex4] [ [ETve_exus]

[ctri_nz2q24 3]

[ctr_15921.1] [ETwe_ex018] | [RB1_exzé] |

[z_DDas| [KZF1_ex0s| [Paxs_exos] ||IKZF1_exEM|

[BETG1_ex0z|| | [Paxs_ex10| [Ctri_18g13.43]

[z_ligations2] [SHON-AREA] | [IKZF1_ex02| | [KZF1_ex01

[KZF1_ex07| [BTG1-AREA_2| [Ctr_03g12.2]

|z_DDe7| |1aKZ_ex23|| |Ctr_01p21.1| |[PAXS_ex0g] |IL3Ra_exd1]  |RB1_exzd |ctr_n3p12.2|
[Paxs_ex01] [RB1_ex08] [IKZF1_exog| [RB1_ex19] IKZF1_ex08§
|[csF2ra_exio] [BTG1_ex0i| [Ctrl_09g34.3| [ctri_o3p2s.3)
[BTG1-AREA_1] | [ETve_ex014]

CDKMNZB_ex12

Sample Mame: 3_NC_ALLE 4828582DCT
Machine: ABIZ730-23171-010
Run Time: 04232014 - 15:30:37 —» 04232014 - 20:14:14

Statistics # Probes Mean StdDev
Control’Sample 13744 1.01/0.54 0.18/0.22
Canclusion
Date Initial

Authorization 1

Autharization 2

Peak Ratio
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MLPA A

ysis Report - SoftG

e:

GeneMarker W1.91 MLPA

Analysis Type:

Project: ALL8 SGF

Compare Type: MLPA Ratio

Technician: Normalization By: P MNormalization
Report Time: 05M1%/2014 - 16:05:36 Q ificati By: Peak Height
Panel: P335-B1 Classification: Loss < 0.75 == <= 1.30 = Gain
Control: 3_NC_ALLE DLD1_AD01_1.fsa Report Value Type: Peak Ratio
3_MNC_ALLS_DLF486986_C02_1.fsa
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z_concE1] 0 |SHOX—AREA|| [KZF1_ex02]| [IKZF1_ex04| ([Ctrl_15q21.1] [ETWE_ex01 B|| [RB1_ex28]| [Ctrl_02p16.1]

[z_conceg| [ZF_ex04]| [PAXE_ex02] [[EBF1_ex01] [PAXS_cx0] [PAXE_ext7] | [ETVE_ex02]| [EBF1_exté] |
[z_conc74|] [tr_18p13.2] [ [ctr_11g12.3] [ETV6_ex03][[cOKN2A_ex05] |[EBF1_ext0] [Ctri_20p13[|[ETVE_ex0g]
[z_DD88| [KZF1_exts] [ETVE_ext8] [Cirl_02q24.3]| [RB1_ext4] | [IKZF1_ex03] [[EBF1_ext4] []

[z_i 2| | [1aK2_exz3] ||Ctr|_u1 p21.1| [Paxs_exog] [BTG1_ex0z|| ||PAX5_ex1 0| [ctr_19913.43]
[z_pDa7] | [Paxs_exni| [RB1_exos] | [KZF1_exd8] [KZF1_ex07] [BTG1-AREA_Z| [Cirl_03q12.2|
v_105|| [csFzrA_ex10| [ [8TG1_ex0t| [ctrl 09g34.3] [RE1_ex19] [RB1_ex2d| |ctr_o3pi2.2|
[ctr_07q11.23] [P2RYE_ex02| [CDKNZA_exd2] [IL3RA_ex01] [rzF1_exos]
[cALF2_ex04| [Paxs exog] |[kzFi_exo1] [ctri_o3p2s.3]
[BTG1-AREA_1] ETV5_ex01A]
CDKN2B_ex02
Sample Name: 3_NC_ALLS_DLF485586
Machine: ABI3730-23171-010
Run Time: 05/15/2014 - 10:24:18 > 05/15/2014 - 11:20:17
Statistics # Probes Mean StdDev
ControlSample 1344 1.00/0.93 0.18/0.15 £
©
Conclusion ki
o
Date Initial
Authorization 1
t t t t
. 100 200 300 400 500
Autharization 2 See (bps)
MLPA Analysis Report - Soft ti
e: GeneMarker V1.91 Analysis Type: MLPA

Project: ALLS.SGF Compare Type: MLPA Ratio

o

Normalization

T ian: Normalization By: p
Report Time: 05/19/2014 - 16:22:15 Q tification By: Peak Height
Panel: P335-B1 Classification: Loss <0.75==E lent <= 1.30 < Gain
Control: 3_NC_ALLS_DLD1_20xverdund_B01_1.fsa Report Value Type: Peak Ratio
3_MNC_ALL5S_GC481309_20xverdund_G01_1.fsa
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[z_conchi] | [ZFV_ex4]| [PAxS_extz| [EBF1_ex01] [PAXS_exos| [PAXS_ext7] |[ETVE_ext2]| [EBF1_extg] | |

z_conc74|| [ctr_16p13.2] | [ctr_11g12.3| [ETWE_ex33| [cDKN2A_ex0s| |[EBF1_ex10] [ctri_20p13|| [ETvE_exos]
z_DD&8| [IKZF1_ex0s| [ETw6_ex0d| [Ctrl_02q24.3|| [RB1_exi4] | |[IKZF1_ex03] ||EBF1_ax14| ||Ctr|_l]2|:l161|

[mzF1_exoz] [kzF-_exo4| [[ctri_15q21.1] [ETvE_ex018]

[ [RB1_exas] |

z_ligation92| | [JAKZ_ ex23|
z_DD97| [SHOX-AREA] ||ctr|_u1p21.1| [Paxs_exog]

[BTG1_exnz|| | [Paxs_ex10] [Ctr_19q13.43]

[ctri_o7q11.23] [P2RvE_ex02| |[CDKN2A_ex02] |

[KZF1_ex07| [BTG1-AREA_2| [Cir_03q12.2|

[CRLFZ_extd] | [PAXS_ex08] [ [[IKZF1_exti [L3RA_ex01|  [RB1_ex24| [Cir_03p12.2|
[Paxs_ex01] [RB1_ex0g] [KZF1_ex0g]  [RB1_ex19| [kzF1_exo8]
|csFzrRa_exio| [BTG1_exoi| [ctrl_09g34.3] [ctri_03p25.3]

[BTG1-AREA_1] | [ETve_ex014]

CDKNZB_ex)2)

Sample Mame: 3_NC_ALLS_GC4281309%_20xverdund
Machine: ABI3730-23171-010
Run Time: 04/18/2014 - 15:19:27 -» 04M8/2014 - 16:05:10

Statistics # Probes Mean StdDev
Control’Sample 13044 0.57/0.87 0.13/0.22 %
[i'd
Cenclusion 5
o
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Authorization 1

Authorization 2
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