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1. Darstellung der Publikation

1.1 Einleitung

ALK-positive anaplastisch groRzellige Lymphome (Anaplastic large cell ymphoma, ALCL) gehoren zu
den reifen T-Zell-Lymphomen und machen 10-15 % der padiatrischen Non-Hodgkin-Lymphome
(NHL) aus (Alaggio et al., 2022). Sie sind durch Translokationen unter Beteiligung des ALK-Gens auf
Chromosom 2 charakterisiert. Die Translokation fuhrt zur Entstehung von ALK-Fusionsgenen, wel-
che malRgeblich an der Pathogenes des ALK-positiven ALCL beteiligt sind (Pulford et al., 2004b,
Hallberg and Palmer, 2013). Mit einer kurzen, intensiven Polychemotherapie wird bei padiatrischen
Patient:innen ein ereignisfreies Uberleben (event-free survival, EFS) von
70-75 % bzw. ein Gesamtiberleben (overall survival, OS) von 90-95 % erreicht (Seidemann et al.,
2001, Brugieres et al., 2009, Mussolin et al., 2020).

Bei der haufigsten Translokation t(2;5)(p23;935) fusioniert ALK mit Nukleophosmin 1 (NPM1)
(Morris et al., 1994). Neben NPM1 sind bislang 14 weitere, sogenannte ,variante” ALK-Fusions-
partner beim ALCL beschrieben (s. Tabelle 1). Immunhistochemisch lassen sich NPM1::ALK-Fusio-
nen von varianten ALK-Fusionen anhand des ALK-Firbemusters unterscheiden (Pulford et al.,
1997). In gemischten Kollektiven erwachsener und padiatrischer Patient:innen wurde immunhisto-
chemisch eine Haufigkeit von 15-25 % ALK-positiver ALCL mit varianten ALK-Fusionen geschatzt
(Falini et al., 1999, Benharroch et al., 1998, Falini et al., 1998), wahrend in kleinen padiatrischen
Kohorten ein Anteil von etwa 10 % beobachtet wurde (Perkins et al., 2005, Damm-Welk et al., 2009,
Lamant et al., 2011). Es ist bisher unbekannt, ob spezifische variante ALK-Fusionspartner eine prog-
nostische Bedeutung haben (Damm-Welk et al., 2015, Lamant et al., 2011, Falini et al., 1999).

Im Allgemeinen fusioniert beim ALK-positiven ALCL der 3‘-Anteil des ALK-Gens mit dem 5‘-Anteil
eines Partnergens zu einem chimaren ALK-Fusionsgen. Der ALK-Bruchpunkt liegt in den meisten
Fallen im Intron 19 des ALK-Gens. Lediglich fiir ALK-Fusionen mit Myosin Heavy Chain 9 (MYH9) und
Moesin (MSN) sind beim ALCL variierende ALK-Bruchpunkte beschrieben (Lamant et al., 2003, Tort
et al., 2001).

Durch die Expression des ALK-Fusionsproteins wird die ALK-Tyrosinkinase konstitutiv aktiviert, was
wiederum eine Reihe an Signalkaskaden auslost, die entscheidend zur Pathogenese des ALK-positi-
ven ALCL beitragen (Hallberg and Palmer, 2013, Falini, 2001, Duyster et al., 2001). In in vitro Unter-
suchungen wurden Unterschiede hinsichtlich der Transformationskapazitdt der Tumorzellen oder
des Ausbreitungspotentials zwischen den varianten ALK-Partnergenen beschrieben (Armstrong et

al., 2004, Armstrong et al., 2007).



TABELLE 1: ALK-Fusionspartner bei ALK-positiven ALCL

Chromosomale

ALK-Partnergen Fusion Translokation ALK-Farbung Referenz
Nucleophosmin 1 (NPM1) NPM1::ALK t(2;5)(p23;935) zytoplasmatisch (Morris et al., 1994)
und nuklear
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide | ATIC::ALK inv(2)(p23;935) zytoplasmatisch (Wlodarska et al., 1998, Trinei et al., 2000,
formyltransferasecyclohydrolase (ATIC) Ma et al., 2000, Colleoni et al., 2000)
TRK-fused gene (TFG) TFG::ALK 1(2;3)(p23;921) zytoplasmatisch (Rosenwald et al., 1999, Hernandez et al.,
1999)
Clathrin heavy chain (CLTC) CLTC::ALK 1(2;17)(p23;923) zytoplasmatisch (Touriol et al., 2000, Cools et al., 2002)
(granular)
Tropomyosin 3 (TPM3) TPM3::ALK t(1;2)(g21;p23) zytoplasmatisch (Rosenwald et al., 1999, Lamant et al.,
1999)
Tropomyosin 4 (TPM4) TPMA4:: ALK 1(2;19)(p23;p13) zytoplasmatisch (Lawrence et al., 2000)%, (Liang et al., 2004)
Myosin heavy chain 9 (MYH9) MYH9::ALK 1(2;22)(p23;911.2) zytoplasmatisch (Lamant et al., 2003)
Moesin (MSN) MSN::ALK t(X;2)(q11-12;p23) zytoplasmatisch (Tort et al., 2001)
(membranstan-
dig)
Ring finger protein 213 (RFN213) RFN213::ALK 1(2;17)(p23;925) zytoplasmatisch (Cools et al., 2002)
TNF receptor associated factor 1 (TRAF1) TRAF1::ALK 1(2;9)(p23;933.2) zytoplasmatisch (Feldman et al., 2013)
Eucariotic translation elongation factor 1 gamma | EEF1G::ALK 1(2;11)(p23;912.3) zytoplasmatisch (Palacios et al., 2017)
(EF1G)
Poly(A) binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1) PABPC1::ALK 1(2;8)(p23;022) zytoplasmatisch (Graetz et al., 2019)
SATB homeobox 1 (SATB1) SATBI1::ALK 1(2;3)(p23,2;p24,3) zytoplasmatisch (Drieux et al., 2021)?, (Kalinova et al., 2024)
und nukleéar
Sequestosome 1 (SQSTM1) SQSTM1::ALK t(2;5)(p23,1;935,3) zytoplasmatisch (Takeuchi et al., 2011)3, (Kalinova et al.,
2024)
Cell cycle associated protein 1 (CAPRIN1) CAPRIN1::ALK t(2;11)(p23,2;p13) zytoplasmatisch (Kalinova et al., 2024)
RAN binding protein 2 (RANBP2) RANBP2::ALK t(2;2)(p23;913) Kernmembran (Ma et al., 2003)?
Exportin 1 (XPO1) XPO1::ALK 1(2;2)(p23;p15) zytoplasmatisch siehe diese Arbeit

Lin inflammatorischen myofibroblastischen Tumor (IMT), 2 in peripheren T-Zell-Lymphom (PTCL), 3 in groRzelligen B-Zell-Lymphom (LBCL)




Das Ziel dieser populationsbasierten Kohortenstudie war es, die Fusionspartnergene varianter ALK-
Fusionen innerhalb einer Kohorte von 316 Kindern und Jugendlichen mit ALK-positiven ALCL zu
identifizieren, die Haufigkeit der einzelnen Varianten zu beschreiben und ihre prognostische
Bedeutung zu untersuchen. Alle Patient:innen waren in die ALCL99-Studie oder das NHL-BFM-
Register 2012 eingeschlossen und wurden nach vergleichbaren Therapieprotokollen behandelt
(Seidemann et al., 2001, Brugieres et al., 2009).

Diese Dissertationsschrift stellt zusatzlich zur Kurzdarstellung eine Erganzung und Vertiefung der

Originalpublikation dar.

1.2 Patient:innen und Methoden

1.2.1 Patient:innen

Zwischen Januar 2000 und Dezember 2017 wurden 316 padiatrische Patient:innen in Osterreich,
Tschechien, Deutschland und der Schweiz mit einem referenzpathologisch bestatigten ALK-positi-
ven ALCL diagnostiziert und in die ALCL99-Studie oder das NHL-BFM-Register 2012 eingeschlossen.
Bei 267 Patient:innen wurde eine NPM1::ALK-Fusion immunhistochemisch durch eine zytoplasma-
tische und nukleare ALK-Farbung mit dem ALK1-Antikérper oder durch eine Dual-Color Fluoreszens
in-situ Hybridisierung (FISH) fir NPM1 und ALK nachgewiesen. 49 Patient:innen zeigten eine aus-
schlieBlich auf das Zytoplasma beschrankte ALK-Farbung als Hinweis auf das mogliche Vorliegen
eines varianten ALK-Fusionsgens. Geeignetes Tumormaterial fir weitere molekulargenetische
Analysen zum Nachweis des varianten ALK-Partnergens war flir 41 der 49 Patient:innen verfligbar.
Die ALK-Partnergene von sechs der in dieser Arbeit beschriebenen Patient:innen wurden bereits in

friiheren Arbeiten veroffentlicht (Damm-Welk et al., 2009, Krumbholz et al., 2018).

1.2.2 Material und Methoden

Die Tumor-DNA wurde aus gefrorenen oder Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten (FFPE) Tu-
morproben mit dem QlAamp DNA- oder AllPrep DNA/RNA FFPE-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
gemall den Anweisungen des Herstellers extrahiert. Verfligbare Tumor-RNA wurde mit Trizol™-

Reagenz extrahiert. AnschlieRend wurde komplementédre DNA (cDNA) mit SuperScript™ Il (Thermo



Fisher, Darmstadt, Deutschland) unter Verwendung von 1 ug Gesamt-RNA und zufélligen Hexame-
ren (MERCK; Darmstadt, Deutschland) hergestellt.

Die extrahierten Tumor-DNA-Proben wurden hinsichtlich ihrer Quantitdt und Qualitdt durch die
Messung der DNA-Konzentration und der DNA-Fragmentlangen getestet. Die DNA-Konzentrationen
wurden mit dem Qubit dsDNA HS Kit (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) untersucht. Die
DNA-Fragmentlange wurde mit dem D1000 Screen Tape® auf einem TapeStation-System (Agilent,
Santa Clara, CA, USA) gemessen und bei Fragmentlangen > 300 Basenpaare (bp) nach dem Zufalls-
prinzip mit einem Bioruptor Sonication System (Bioruptor NGS UCD-600, Diagenode, Seraing (Oug-
rée), Belgien) geschert, um eine durchschnittlich Fragmentlange von 200-300 bp sicherzustellen.
AnschlieBend wurde eine Sequenzierung mittels Genomic Capture High Throughput Sequncing
(gcHTS) durchgefiihrt. Hierfir wurde der auf degradierte DNA-Proben angepasster gcHTS-Ansatz
xGen™ cfDNA & FFPE DNA Library Prep MC Kit v2 (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgien)
verwendet. Die Vorbereitung der zu sequenzierenden DNA-Bibliotheken erfolgte gemall dem
Protokoll ,xGen™ cfDNA & FFPE DNA Library Prep Protocol” (Integrated DNA Technologies Leuven)
unter Verwendung von 60-250 ng fragmentierter DNA fir die Einzelbibliotheken. Vier Einzelbiblio-
theken wurden dabei mit jeweils bis zu 500 ng nach Masse gepoolt. Die anschlieRende Hybridisie-
rung und das Capturing erfolgten mit dem xGen™ Hybridisierungs- und Waschkit und den xGen™
Universal Blockers, gemall dem Protokoll ,xGen hybridization capture of DNA libraries Protocol Ver-
sion 4“ (Integrated DNA Technologies, Leuven). Fir die Anreicherung der Zielsequenzen wurden
xGen™ Lockdown Probe Pools mit NPM1- und ALK-spezifische Capture-Sonden verwendet, welche
alle Exons von NPM1 und ALK sowie die intronischen Sequenzen der NPM1- und die ALK-Bruch-
punkt-Regionen abdecken. Die genomischen Koordinaten (hg38) sind (171405292 - 171406745) fur
NPM1 und (29920565 - 29193332) fiir ALK. Die finale Aufkonzentration der gepoolten Bibliotheken
erfolgte nach dem Bead-basierten Ansatz gemaR Anhang A des o.g. Protokolls, wobei die Hybridi-
sierung liber 16 Stunden bei 65 °C durchgefiihrt wurde. Die anschlieRende Sequenzierung der
gepoolten Bibliotheken erfolgte mit dem MiSeqg-System unter Verwendung eines MiSeq Reagent
Micro Kit V2 oder MiSeq Reagent Nano Kit V2 mit 300 Zyklen (Illumina, San Diego, CA, USA). Je
10 pm der denaturierten und verdiinnten Bibliothek wurden nach den Angaben des ,MiSeq System
Denature and Dilute Libraries Guide” (lllumina) fiir die Sequenzierung verwendet, wobei wahrend
des Prozesses 10 % PhiX (lllumina, San Diego, CA, USA) hinzugefiigt wurde. In finf Fallen erfolgte
die Sequenzierung mittels eines zuvor verdffentlichten Panels (Zur Stadt et al., 2019), unter zusatz-
licher Verwendung von Capture-Sonden fiir Chromosom 2 (ALK). Die Vorbereitung der Bibliothe-
ken, Anreicherung und Sequenzierung wurde hierfiir mit einem NextSeq 550-System durchgefihrt,

wie von Moker et al. beschrieben (Moker et al., 2022).



Die Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte mithilfe der Open-Source-Software Segemehl zur
Identifikation von ALK-spezifischen genomischen Bruchstellen und Sequenzen der Fusionsgene
(Hoffmann et al., 2014). AnschlieRend erfolgte die weitere Analyse der Genfusionen und der geno-
mischen Bruchpunkte wie zuvor beschrieben (Zur Stadt et al., 2016, Zur Stadt et al., 2019, Hoffmann
et al.,, 2014). Die angegebenen genomischen Koordinaten fiir NPM1, ALK und der varianten
Fusionspartnergene beziehen sich dabei auf die Version hg38 des humanen Referenzgenoms.

War eine Sequenzierung mittels gcHTS nicht durchfiihrbar, wurden bereits vorhandene Daten zu
den Partnergenen verwendet. Hierflir wurde in acht Fallen eine reverse Transkriptase (RT)-PCR, in
drei Fallen eine 5°-Rapid Amplification of cDNA-Ends (5-RACE)-PCR (Damm-Welk et al., 2009) und
in einem Fall eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt (Kalinova et al., 2024).

Fir die statistische Auswertung wurde fiir die univariante Analyse der Wilcoxon-Test fir quantita-
tive Variablen und der exakte Test von Fisher fiir qualitative Variablen verwendet. Bei hinreichend
groRen Haufigkeiten wurde der x*-Test angewandt. Das EFS wurde vom Tag der Diagnose bis zum
Tag der letzten Nachuntersuchung oder dem Tag des ersten Ereignisses berechnet. Als Ereignis
galten ein Riickfall, Zweitmalighom oder der Tod. Das Uberleben wurde vom Zeitpunkt der
Diagnose bis zum Tod oder der letzten Nachuntersuchung berechnet. Die entsprechenden Uberle-
benswahrscheinlichkeiten wurden anhand der Kaplan-Meier-Methode mit Standardfehlern nach
Greenwood geschatzt und mit dem Log-Rank-Test verglichen. Die Berechnungen erfolgte mit dem

Programm SAS (Statistical Analysis System Version 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC).

1.3 Ergebnisse

Bei 23 der 41 untersuchbaren Tumorproben konnte FFPE-Tumor-DNA erfolgreich mittels gcHTS
analysiert werden. In 11 Fallen kamen PCR-basierte Ansatze zum Einsatz und in einem Fall wurde
eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Insgesamt 9 Tumorproben wurden sowohl mittels gcHTS
als auch PCR-basiert untersucht (s. Tabelle 2).

13 Tumorproben wiesen eine NPM1::ALK-Fusion auf. Von diesen war in sechs Fallen Material fir
eine zweite ALK-Farbung mit dem sensitiveren ALK-Antikérper D5F3 (rabbit monoclonal, Cell
Signaling Technologies) verfligbar, womit in allen sechs Fallen eine nukledre ALK-Expression darge-

stellt werden konnte.



TABELLE 2: Bruchpunkte in ALK und dem Partnergen, identifiziert mit gcHTS (s. Supplements der Originalarbeit, Tabelle 2)
Variantes Zusatzliche Lokalisation des Bruchpunktes Lokalisation des Chromosom | Bruchpunkt Chromosom | Bruchpunkt
Partnergen Methode (Variante) Bruchpunktes (ALK) (Variante) (Variante) (ALK) (ALK)
TPM3 Intron 9-10 Intron 19-20 1 154166854 2 29223849
TPM3 RT-PCR Exon 10 (3' untranslatierte Region) Intron 19-20 1 154167427 2 29225347
TPM3 Exon 10 (3' untranslatierte Region) Intron 19-20 1 154165499 2 29223639
TPM3 Exon 10 (3' untranslatierte Region) Intron 19-20 1 154166232 2 29223794
TPM3 Exon 10 (3' untranslatierte Region) Intron 19-20 1 154167663 2 29224298
TPM3 Exon 10 (3' untranslatierte Region) Intron 19-20 1 154161266 2 29224155
TPM3 3' downstream Region Intron 19-20 1 154157797 2 29224266
TPM3 3' downstream Region Intron 19-20 1 154158262 2 29224962
ATIC RT-PCR Intron 7-8 Intron 19-20 2 215331017 2 29223922
ATIC Intron 7-8 Intron 19-20 2 215332270 2 29224399
ATIC Intron 7-8 Intron 19-20 2 215327715 2 29225020
ATIC RT-PCR Intron 7-8 Intron 19-20 2 215331722 2 29224240
ATIC Intron 7-8 Intron 19-20 2 215327191 2 29225085
ATIC RT-PCR Intron 7-8 Intron 19-20 2 215328243 2 29223836
TRAF1 RT-PCR Intron 6-7 Intron 19-20 9 120909980 2 29224152
TRAF1 RACE-PCR, RT- | Intron 6-7 Intron 19-20 9 120911119 2 29224402
PCR
TRAF1 Intron 6-7 Exon 19 9 120909893 2 29225477
CLTC RT-PCR Intron 31-32 Exon 20 17 59693548 2 29223472
CLTC Intron 31-32 Intron 19-20 17 59692253 2 29224056
MYH9 RACE PCR, RT- | Intron 32-33 Exon 20 22 36289013 2 29223374
PCR

RANBP2 Intron 18-19 Intron 19-20 2 108759504 2 29225045
TPM4 Intron 7-8 Intron 19-20 19 16096926 2 29223783




Variantes Zusatzliche Lokalisation des Bruchpunktes Lokalisation des Chromosom | Bruchpunkt Chromosom | Bruchpunkt
Partnergen Methode (Variante) Bruchpunktes (ALK) (Variante) (Variante) (ALK) (ALK)
XPO RACE-PCR, RT- | Intron 16-17 Exon 20 2 61490716 2 29223373
PCR

non NPM1 - Intron 19-20 4 106782680 2 29223672
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171392328 2 29225048
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171391856 2 29223622
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171392421 2 29224568
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171391852 2 29223710
NPM1 Introm4-5 Intron 19-20 5 171391992 2 29223659
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171392278 2 29224268
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171392653 2 29224875
NPM1 Intron 4-5 Intron 19-20 5 171392222 2 29224323

gcHTS: genomic capture high throughput sequencing, RT-PCR: reverse transcriptase PCR, RACE-PCR: rapid amplification of cDNA ends; genomische Koordinaten beziehen sich auf hg38 des humanen

Referenzgenoms

ABBILDUNG 1: ALK-Bruchpunkte identifiziert mit gcHTS

ALK — Chromosom 2p23

Exon 19

® TPM3::ALK

ATIC::A

LK TRAF1::ALK = CTLC::ALK

m MYHO::ALK

Intron 19 - 20

m TPM4::ALK

= RANBP2::ALK

m XPO1::ALK

= non-NPM::ALK

Exon 20

= NPM1::ALK




Bei 28 Tumorproben (9 % der 316 Patient:innen) konnte ein varianter ALK-Fusionspartner detek-
tiert werden. Hierunter waren 9 TPM3::ALK (32 %), acht ATIC::ALK (28 %), drei TRAF1::ALK (11 %),
zwei CLTC::ALK (7 %), zwei MYH9::ALK (7 %) und jeweils einmal TPM4::ALK, RANPB2::ALK und
XPO1::ALK. In einem Fall konnte das variante Partnergen nicht identifiziert werden, NPM1 konnte
jedoch als Fusionspartner ausgeschlossen werden. Die klinischen Merkmale der 28 Patient:innen
mit varianten ALK-Partnergenen sind in den Supplements der Originalarbeit in Tabelle 3 aufgefihrt
und zeigten insgesamt keine signifikanten Unterschiede zu den 280 NPM1::ALK-positiven ALCL hin-
sichtlich Geschlecht, Alter, Stadium, Knochenmark- und ZNS-Beteiligung sowie dem histologischen
Subtyp.

Das 5-Jahres-EFS betrug 69 +3 % fiir ALCL-Patient:innen mit Variante::ALK und 75+8 % fir
NPM1::ALK-positive (p = 0,39, siehe Abbildung 2A der Originalarbeit). Das Gesamtiiberleben nach
5 Jahren betrug 100 % fir Variante::ALK und 92 + 2 % fir NPM1::ALK (p = 0,13). Bei Patient:innen
mit TPM3::ALK-positivem ALCL wurde innerhalb von 5 Jahren kein Ereignis verzeichnet (EFS
100 % 0 %), wohingegen beim zweithdufigsten varianten Fusionspartner ATIC innerhalb von 5 Jah-
ren finf Rezidive beobachtet wurden (EFS 50 + 18 %; p = 0,24, s. Abbildung 2B der Originalarbeit).

Ein weiteres Rezidiv trat bei einem ATIC::ALK-positiven Fall 12 Jahre nach der Erstdiagnose auf.

1.4 Diskussion

1.4.1 Haufigkeiten der varianten ALK-Fusionspartner

In dieser Arbeit lag bei 32 % der ALK-positiven ALCL mit ausschlieRlich zytoplasmatischer ALK-Far-
bung eine NPM1::ALK-Fusion vor. Bereits in friiheren Arbeiten wurden NPM1::ALK-Fusionen bei
einem betrachtlichen Anteil der ALCL-Patient:innen ohne nukledre ALK-Farbung nachgewiesen
(Falini et al., 1999). Die ausbleibende nukleare Farbung konnte durch eine Variation der NPM1::ALK-
Expression zwischen den ALCLs und die dadurch nur geringe nuklearen Expression in manchen Fal-
len erklart werden, welche ggf. mit dem ALK1-Antikérper nicht detektiert werden kann, sondern
den sensitiveren ALK-Antikorper D5F3 zur Detektion bendtigt. Darliber hinaus kénnte die ALK-
Farbung bei NPM1::ALK-Fusionen ohne nukledre Farbung methodenbedingt bei unzureichender
Fixierung des Gewebes und unzureichender Antigengewinnung beeintrachtigt sein. Bei ausschliel3-
lich zytoplasmatischer ALK-Expression sollte daher eine NPM1::ALK-Fusion durch molekulare

Ansatze ausgeschlossen werden.
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In unserer Studie konnte bei 28 Tumorproben eine variante ALK-Fusion detektiert werden. Unter
Bericksichtigung der acht Tumorproben, die nicht hinsichtlich ihres ALK-Fusionspartners unter-
sucht werden konnten, betragt der Anteil varianter ALK-Fusionen innerhalb unserer Kohorte maxi-
mal 11,4 %, wahrscheinlich jedoch weniger. Dies deckt sich mit dem zuvor beschriebenen Anteil
von ca. 10 % varianten ALK-Fusionspartnern (Perkins et al., 2005, Damm-Welk et al., 2009, Lamant
et al., 2011). Die Ergebnisse unserer populations-basierten Kohortenstudie weisen dabei auf einen
geringeren Anteil von TPM3::ALK hin, als bislang angenommen (Stein et al., 2000, Damm-Welk et
al., 2009), bei einem vergleichbar groflen Anteil von ATIC::ALK.

Kalinova et al. ermittelten einen grofReren Anteil varianter ALK-Fusionen bei ALK-positiven ALCL-
Patient:innen (Kalinova et al., 2024). Bei isolierter Betrachtung der 55 padiatrischen Patient:innen
dieser Studie lag bei acht Patient:innen resp. 15 % eine variante ALK-Fusion vor, wovon AT/C und
TPM3 die haufigsten varianten Fusionspartner waren, was wiederum mit den Ergebnissen unserer
Studie korreliert.

In je einem Fall detektierten wir RANBP2 und XPO1 als Fusionsgene von ALK.

Bislang war RANBP2 nicht als Fusionspartner beim ALK-positiven ALCL bekannt. Die RANBP2::ALK-
Fusion wurde zuvor nur bei inflammatorischen myofibroblastischen Tumoren (IMT) (Ma et al.,
2003, Patel et al., 2007, Marifio-Enriquez et al., 2011) und in seltenen Fallen bei verschiedenen
Formen monozytarer myeloischer Leukdmien beschrieben (Rottgers et al., 2010, Maesako et al.,
2014, Lim et al., 2014, Murakami et al., 2018, Hergott et al., 2023).

XPO1 wurde bislang nicht als ALK-Partnergen veroffentlicht. Es weist einige, insbesondere fiir die
Pathogenese bedeutsame, besondere Merkmale auf, die bisher nur bei den ALK-Fusionen mit
MYH9 und MSN beschrieben wurden (Lamant et al., 2003, Tort et al., 2001). Der Bruchpunkt in ALK
liegt bei diesen Fusionen im Exon 20 und nicht im Intron 19-20 lokalisiert, wie bei den meisten

anderen bekannten ALK-Fusionen (s. Tabelle 2).

1.4.2 Molekulare Pathogenese der ALK-positiven ALCL

Die Translokation des ALK-Gens ist ein zentraler Mechanismus in der Pathogenese der ALK-positi-
ven ALCL. Durch die Fusion wird das ALK-Fusionsgen unter die Kontrolle des Promoters des Part-
nergens gestellt. Viele Fusionspartner teilen die Eigenschaft einer hohen Expression in
lymphatischen Geweben, sodass eine permanente Transkription des Fusionsgens mit konsekutiver
Expression des Fusionsproteins stattfindet (Stein et al., 2000, Pulford et al., 2004a, Hallberg and
Palmer, 2013). Die Fusionspartner besitzen in der Regel die Fahigkeit zur Oligomerisierung, welche

die Ligandenbindung an ALK imitiert und somit zur konstitutiven Aktivierung der ALK-Tyrosinkinase-
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domane fuhrt (Bischof et al., 1997, Duyster et al., 2001, Pulford et al., 20044, Falini, 2001). Die Ak-
tivierung der ALK-Tyrosinkinase flihrt wiederum zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden, u.a.
Uber Phospholipase Cy, PI3K-AKT, JAK-STAT, mTOR und weitere, die insbesondere das Zellwachs-
tum, die Zelltransformation und die antiapoptotische Signallibertragung beeinflussen und dadurch
wesentlich zur Pathogenese des ALK-positiven ALCL beitragen (Hallberg and Palmer, 2013, Falini,
2001, Duyster et al., 2001).

Auch bei der bisher nicht beim ALCL beobachteten RANPB2::ALK-Fusion vermittelt die intakte
Leucin-Zipper-Doméane des RANBP2 wahrscheinlich eine Oligomerisierung (Marifio-Enriquez et al.,
2011, Maesako et al., 2014). Eine vermehrte ALK-Expression und Phosphorylierung in RANBP2::ALK-
positiven Fallen myeloider Neoplasien legt die Vermutung nahe, dass die verschiedenen zelluldren
Signalwege analog zu den bekannten Pathomechanismen anderer ALK-Fusionen durch das ektope
RANBP2::ALK-Fusionsprotein aktiviert werden (Rottgers et al., 2010).

Im Gegensatz zu den meisten anderen ALK-Partner-Proteinen, hat das von XPO1 kodierte Protein
Exportin 1 keine Oligomerisierungdomane. Dies trifft auch auf die ALK-Fusionspartner MYH9 und
MSN zu, sodass der genaue Mechanismus der Aktivierung von ALK durch die drei Fusionsproteine
XPO1::ALK, MYH9::ALK und MSN::ALK noch ungeklart ist (Pulford et al., 2004a). Moglicherweise
stellt hier die Multimerisierung mit weiteren Proteinen eine ausreichend enge rdumliche Nahe her,
sodass lber Kreuzphosphorylierung die konstitutive Aktivierung der ALK-Kinasedoméane erfolgt

(Lamant et al., 2003, Tort et al., 2001).

1.4.3 Prognosefaktoren beim padiatrischen ALK-positiven ALCL

1.4.3.1 Prognostische Rolle der varianten ALK-Fusionspartner

In dieser Studie waren die klinischen und histopathologischen Daten fiir Patient:innen mit Vari-
ante::ALK insgesamt vergleichbar zu denen mit NPM1::ALK (s. Supplements der Originalarbeit,
Tabelle 3), was sich mit vorherigen Veroffentlichungen auf Grundlage des ALK-Farbemusters deckt
(Lamant et al., 2011). Den speziellen Fusionspartnern von ALK wird bisher keine prognostische
Bedeutung zugeschrieben (Lamant et al., 2011). Das 5-Jahre-EFS unterschied sich zwischen ALCL
mit NPM1::ALK oder Variante::ALK auch in unser Studie nicht (s. Abbildung 2A der Originalarbeit).
Die Beobachtung von vermehrten Rezidiven bei Patient:innen mit ATIC::ALK gegenliber TPM3::ALK
und den Ubrigen Variante::ALK war zwar aufgrund der geringen Fallzahlen statistisch nicht signifi-
kant, deutet aber dennoch auf Unterschiede in der Onkogenese und im Therapieansprechen zwi-

schen den verschiedenen varianten ALK-Fusionspartnern hin.
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Insgesamt ist die spezielle Pathogenese der ALCL mit varianten ALK-Fusionen aufgrund der geringen
Fallzahlen kaum untersucht. Alle ALK-Fusionspartner haben jedoch gemeinsam, dass die Transkrip-
tion des Fusionsproteins liber den Promotor des ALK-Partnerproteins gesteuert wird (Bischof et al.,
1997, Palmer et al., 2009). Die fiir die Onkogenese entscheidende Autophosphorylierung und somit
Aktivierung der ALK-Kinasedomane wird in der Regel durch das ALK-Partnerprotein initiiert, wobei
die verschiedenen ALK-Fusionsproteine anhand ihrer speziellen Eigenschaften, wie z.B. ihrer sub-
zellulare Lokalisierung, der Proteinstabilitat oder spezifischer Substratinteraktionen unterschiedli-
che Signalwirkungen in unterschiedlicher Intensitat auslésen (Barreca et al., 2011, Hallberg and
Palmer, 2013).

In vitro Studien spiegelten das in unserer Studie beobachtete glinstigere Outcome flir TMP3::ALK-
positive ALCL gegeniliber ATIC::ALK-positiven ALCL Uberwiegend nicht wieder. So wiesen
TPM3::ALK-exprimierende Zellen in vitro eine wesentlich hohere Migrations- und Invasionsfahigkeit
sowie ein erhohtes Metastasierungspotenzial im Vergleich zu anderen ALK-Fusionspartner auf
(Armstrong et al., 2004, Armstrong et al., 2007). Die Proliferationsrate der transfizierten NIH3T3-
Zellen korrelierte dabei mit dem Fusionsproteingehalt, mit Ausnahme von TPM3::ALK-exprimieren-
den Zellen, bei denen die Proliferationsrate umgekehrt proportional zum Proteingehalt war
(Armstrong et al., 2004). In der Untersuchung der Genexpressionsprofile von NPM1::ALK- und
TPM3::ALK-positiven Tumoren konnten insbesondere Unterschiede in der Regulation von Genen
beobachtet werden, die an der Organisation des Zytoskeletts und der Zell-expression beteiligt sind
und somit zu einem Phdnotyp mit erhohtem Metastasierungspotential bei TPM3::ALK-positiven
Tumoren beitragen kénnten (Bohling et al., 2008). Van der Krogt et al. konnten in ihrer Arbeit einen
Kopienzahlzuwachs der rearrangierten ALK-Fusionsgene feststellen, welcher bei der NPM1::ALK-
Fusion nicht auftrat. Zudem zeigten ATIC::ALK-exprimierende Zellen in vitro ein niedrigeres Expres-
sionslevel, eine langsamere Transformationsrate sowie ein langsameres Wachstum gegeniiber
NPM1::ALK-positiven Zellen, sodass vermutet wird, dass die transformierenden Eigenschaften der
Variante::ALK geringer sein konnten als die von NPM1::ALK (van der Krogt et al., 2017). Insgesamt
fiihrte die Studie zu der Annahme, dass durch Variante::ALK angetriebene Lymphome eine erhdhte
Dosis des ALK-Hybridgens bendtigen, um die relativ geringe Expression und Signalwirkung der
Variante::ALK zu kompensieren. Im Gegensatz dazu konnten Armstrong et al. in vitro eine unter-
schiedlich starke Aktivierung des Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) in
Variante::ALK-positiven Zellen beobachten, wobei die starkste Phosphorylierung von STAT3 in
ATIC::ALK-positiven Zellen auftrat (Armstrong et al., 2004). Eine starke Aktivierung von STAT3
konnte zu einem aggressiveren klinischen Verlauf beitragen.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser in vitro Studien darauf hin, dass die Rolle des ALK-Fusions-

partners an der Onkogenese (iber die ALK-Kinaseaktivierung hinaus geht und die Eigenschaften des
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Variante::ALK-Fusionsproteins dabei von den Eigenschaften des Fusionspartners beeinflusst wer-
den. Unterschiede in der Pathogenese der verschiedenen ALK-Fusionspartner kénnten wiederum
Unterschiede in der Chemosensitivitat und in der Empfindlichkeit gegeniiber ALK-Tyrosinkinasein-
hibitoren verursachen. In vitro konnte eine unterschiedliche Empfindlichkeit Variante::ALK-expri-
mierender Zellen gegeniiber ALK-Tyrosinkinaseinhibitoren bereits fir einzelne Variante::ALK-
Fusionen festgestellt werden (Heuckmann et al., 2011, Van Roosbroeck et al., 2010). Zusammen-
fassend kdnnten Unterschiede in der Pathogenese und im Therapieansprechen ein unterschiedli-

ches Outcome und somit auch prognostische Unterschiede der varianten ALK-Fusionen begriinden.

1.4.3.2 Minimal disseminierte Erkrankung bei NPM1::ALK-positiven ALCL

und die Anwendung bei ALCL mit varianten ALK-Fusionspartnern

Bei den ALK-positiven ALCL korrelieren in multivariaten Analysen der histologische Subtyp (Lamant
et al.,, 2011, Mussolin et al., 2020), der ALK-Antikorper-Titer (Ait-Tahar et al., 2010) sowie bei
NPM1::ALK-positiven ALCL die minimal disseminierte Erkrankung (minimal disseminated disease,
MDD) (Damm-Welk et al., 2015, Mussolin et al., 2020) bzw. minimale Resterkrankung (minimal
residual disease, MRD) (Damm-Welk et al., 2014, Rigaud et al., 2021) mit dem Rezidivrisiko und
koénnen als Prognosefaktoren verwendet werden.

Mittels fusionsspezifischer PCR-Assays kann die minimale Erkrankung auf Transkriptebene mit einer
Sensitivitdt bis 1 in 10° gemessen werden (Mussolin et al., 2005, Damm-Welk et al., 2007),
woraufhin sich in Abhangigkeit der gemessenen MDD unterschiedliche Risikogruppen definieren
lassen (Damm-Welk et al., 2007, Damm-Welk et al., 2020). Eine fusionsspezifische MDD-Messung
ist grundsatzlich auch bei Variante::ALK-positiven ALCL mdéglich. Sowohl zur Bedeutung der MDD,
als auch der MRD gibt es bei Variante::ALK ALCL bislang jedoch keine ausreichenden Daten.
Innerhalb unserer Kohorte flihrten wir bei einzelnen Patient:innen eine MDD-Messung durch.
Insgesamt war die Anzahl der untersuchten Falle jedoch zu gering, um eine Analyse hinsichtlich der
prognostischen Bedeutung der MDD bei ALCL mit varianten ALK-Fusionen zu erlauben (s. Tabelle
3). Zur Prifung der prognostischen Bedeutung der minimalen Erkrankung bei ALCL mit varianten
ALK-Fusionen sind weiterfihrende Untersuchungen an einer gréReren Patient:innenkohorte

notwendig.
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TABELLE 3: MDD bei ALCL mit varianten ALK-Fusionspartnergenen

Variante ALK-Fusion Material | MDD mit RT-PCR MDD mit dPCR (NCN)

ATIC::ALK KM negativ -

PB kein Ergebnis? -
ATIC::ALK KM negativ -

PB negativ -
ATIC::ALK KM negativ -

PB positiv 59
ATIC::ALK KM negativ -

PB negativ -
ATIC::ALK KM kein Ergebnis? 0

PB negativ kein Ergebnis?
TPM3::ALK KM negativ -

PB negativ -
TPM3::ALK KM positiv -

PB positiv -
TRAF1::ALK KM positiv 12

PB - -
TRAF1::ALK KM positiv 331

PB kein Ergebnis? -
MYH9::ALK KM kein Ergebnis? -

PB kein Ergebnis? -
MYH9::ALK KM kein Ergebnis? -

PB kein Ergebnis? -
MDD = minimal disseminierte Erkrankung, RT-PCR = reverse Transkriptase PCR, dPCR = digital PCR,
NCN = Normalized Copy Number, KM = Knochenmark, PB = peripheres Blut
1 unzureichende RNA-Qualitat, 2 nicht auswertbar aufgrund unzureichender PCR-Qualitatskontrollen

1.5 Zusammenfassung

Diese Studie stellt die bisher groRte untersuchte populationsbasierte internationale Kohorte an
padiatrischen ALCL mit varianten ALK-Fusionspartnergenen dar. Etwa 10 % der Kinder und Jugend-
lichen mit ALK-positivem ALCL weisen einen varianten ALK-Fusionspartner auf, wovon ATIC und
TPM3 jeweils ein Drittel ausmachen. Die Gesamtgruppe der Kinder und Jugendlichen mit ALCL mit
varianter ALK-Fusion hatte eine vergleichbare Prognose zu NPM1::ALK-positiven ALCL. Obwohl eine
statistisch signifikante prognostische Bedeutung der spezifischen varianten Fusionsgene nicht fest-
gestellt werden konnte, deutet das hohe Riickfallrisiko von Patient:innen mit ATIC::ALK-exprimie-
renden ALCL (5 von 8) und das geringe Riickfallrisikos flir TPM3::ALK-positive ALCL-Patient:innen
(0 von 9) auf eine mogliche Bedeutung des Fusionspartners fiir das Rickfallrisiko hin. Die minimal
disseminierte und minimal residuelle Erkrankung ist auch flr Variante::ALK-positive ALCL-
Patient:innen messbar. Eine umfassende Studie an einer grofReren, internationalen Kohorte padi-
atrischer ALCL mit varianten ALK-Fusionen ist anzustreben, um die prognostische Bedeutung der

einzelnen Fusionsgene und der minimalen Erkrankung zu untersuchen.
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INTRODUCTION

ALK-positive anaplastic large-cell lymphomas (ALCL) are
characterized by rearrangements involving the ALK gene
on chromosome 2. The most frequent translocation t(2;5)
(p23;935) results in the NPMI:ALK gene fusion."? The
NPMI:ALK fusion protein is expressed in the nucleus and
cytoplasm, whereas all other known non-NPM1 (i.e. vari-
ant) ALK-fusion proteins are not expressed in the nucleus.**
Based on immunohistochemistry using ALK-staining, a fre-
quency of 15%-25% of ALK-positive ALCL caused by such

| Christine Damm-Welk' ©

Frequency, distribution and prognostic meaning of ALK-partner genes other than
NPMI1 in ALK-positive anaplastic large-cell lymphoma (ALCL) are unknown. Forty-
nine of 316 ALCL diagnosed in the NHL-BFM study group showed no nuclear ALK
expression suggestive of a variant ALK-partner; 41 were analysed by genomic capture
high-throughput sequencing or specific RT-PCRs. NPM1:ALK was detected in 13
cases. Among the 28 patients with a non-NPMI::ALK-fusion partner, ATIC (n=8;
29%) and TPM3 (n=9; 32%) were the most common. Five of eight patients with
ATIC:ALK-positive ALCL relapsed, none of nine with TPM3::ALK. Variant ALK-
partners are rare and potentially associated with different prognoses.

ALK positive ALCL, non-Hodgkin's lymphoma, variant ALK

variant ALK-fusions was estimated in mixed collectives of
adult and paediatric patients.>™® In paediatric cohorts, a
proportion of about 10% variant ALK-positive ALCL was
observed by histopathological and molecular means.””” The
frequencies of individual variant ALK-partner genes were
judged to be about 13%-17.5% for TPM3::ALK in the WHO
classification and a review from Stein et al. in 2000. In the
same publications, frequencies of 1-2.5% were assumed
for ATIC:ALK, TFG:ALK and CLTC:ALK.>* TPM3:ALK
showed a higher metastatic potential in in vitro analy-
ses compared to ATIC:, TFG: and CLTC:ALK, whereas
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VARIANT ALK-FUSION-POSITIVE ANAPLASTIC LARGE-CELL LYMPHOMA

ATIC:ALK had a lower transforming capacity compared to
NPM1:ALK in vitro.'” ' In addition, wild-type ATIC and
TPM3 were only weakly expressed in normal and malignant
lymphoid cells. Therefore, TPM3::ALK- and ATIC:ALK-
positive tumours seem to need a higher ALK dosage through
copy number gain of the ALK gene to achieve higher ex-
pression levels.'” However, data on the distribution and
possible prognostic role of variant ALK-partner genes in
ALK-positive ALCL have not been analysed in larger patient
cohorts. We herein describe a population-based analysis in
a uniformly treated cohort of 316 children and adolescents
with ALK-positive ALCL.

PATIENTS AND METHODS

Three hundred and sixteen paediatric patients diagnosed
with ALK-positive ALCL were included in the ALCL99
study or NHL-BFM Registry 2012 between January 2000 and
December 2017 in Austria, the Czech Republic, Germany
and Switzerland. ALK-1-staining without nuclear ALK ex-
pression was detected in 49 of those patients. From 41 of
these 49 patients, tumour material was available and suitable
for further molecular analyses.

Genomic capture high-throughput sequencing (gcHTS)
was performed on tumour-DNA extracted from frozen or
FFPE tumour samples to detect variant ALK-partner genes.
According to the manufacturer's instructions, library prepa-
ration was performed with the xGen c¢fDNA & FFPE DNA
Library Prep MC Kit v2 (Integrated DNA Technologies,
Leuven). ALK- and NPMI-specific custom probes were
applied for capturing, following the ‘xGen hybridiza-
tion capture of DNA libraries’ protocol (Integrated DNA
Technologies, Leuven). Sequencing was performed with the
MiSeq System (Illumina, San Diego, CA, USA). Data analy-
ses were performed as previously reported (Supplementary
Methods and Supplementary Literature in Data S1). If gcHTS
was not feasible, PCR-based approaches were conducted as
previously described® (Supplementary Methods in Data S1
and Table S1).

Of the 41 tumour samples, FFPE-tumour DNA from
23 patients was analysed by gcHTS, tumour cDNA from 9
patients was examined by PCR-based approaches (n=8) or
RNA-seq (n=1), and 9 tumours were investigated with both
gcHTS and PCR (Table S2).

Six patients were described in previous work (see
Supplementary Material and Methods and Supplementary
References in Data S1).

RESULTS AND DISCUSSION

Among 41 analysed patient samples with non-nuclear
ALK expression, 13 lymphomas (32%) were positive for
NPMI:ALK, and 28 lymphomas (68%) harboured vari-
ant ALK-partner genes. The finding of 9% variant ALK-
fusion partners in our study cohort of 316 patients aligns

n-NPM::ALK; 1

XPO1:ALK; 1
RANBP2::ALK; 1

TPM4::ALK: 1
MYHg:ALK; 2 .
CTLC:ALK; 2 >

TRAF1:ALK: 3

TPM3::ALK; 9

FIGURE 1 Distribution of the partner gene among the patients with
a confirmed variant ALK-partner gene.

with previously published data by us and others, describ-
ing 10%-11% variant ALK-fusion genes in smaller series.””
Among the variant ALK-partner genes, we detected TPM3
(n=9; 32%), ATIC (n=8; 28%), TRAFI (n=3; 11%), CLTC,
MYH9 (each n=2; 7%), TPM4, RANPB2 and XPOI (each
n=1) (Figure 1). The partner gene of one patient could not
be identified further with gcHTS, but NPM1 could be ex-
cluded as a partner. RANPB2::ALK was previously described
in inflammatory myofibroblastic tumours and rare chronic
and acute myeloid leukaemia cases but not in ALCL so far."?
XPOI was identified as a hitherto not published ALK part-
ner gene.

Interestingly, XPOI::ALK shares some special unique fea-
tures, which were described only in two other ALK-fusions,
MYH9 and MSN." The Exportin 1 protein coded by XPOI
has no oligomerization domain, characteristic for all other
ALK-partner proteins. This domain is implicated in the
constitutive activation of ALK by the fusion proteins.'* The
exact mechanisms of ALK-activation are not known for
these three fusion proteins. Furthermore, the breakpoint in
ALK in these three fusion genes is located in Exon 20, not in
Intron 19-20.

So far, the frequency of the variant ALK-fusion partners
could only be estimated based on case series.' The distri-
bution of ALK-fusion partners in our population-based
cohort hints towards fewer TPM3:ALK-positive ALCL
(2.9% of all ALK-positive ALCL) than estimated up to now,
whereas ATIC::ALK was detected at a comparable frequency
(2.4%) as predicted." The observation that NPM1:ALK was
detected in a sizeable portion of patients without nuclear
ALK-staining aligns with earlier observations.” In all six
cases with available material for second ALK-staining, nu-
clear ALK-expression could be detected by using the more
sensitive ALK-antibody clone D5F3 (rabbit monoclonal,
Cell Signaling Technologies). The variation of NPM1::ALK-
expression between ALCLs may in few cases (<5%) lead to
low nuclear expression levels that escape routine diagnostics

18

ssdny) suonipuo;) pue suua ] Ay 298 “[+70z/ 10/8T] uo Ariqry surug) SaprAy ‘Ausuuan suriyao)) Aq 806 1411 [1°01/10pa0d Ao im Savaquaunuo;csdiy wosy papeojumog] ‘0 ' [#1789¢ 1

Aa1av KIesq)

25U Suowe.) aanean)) apqeardde sy g pawsanaoF a1e sa[ILIE V() 128N JO SN 10§ AIBIQIT UUQ AD[1A GO {;



LUEDERSEN ET AL.

with the ALK1 antibody. In addition, insufficient tissue fix-
ation and inadequate antigen retrieval could also impact on
the traceability of ALK expression in the nucleus. The find-
ing implies that NPM1::ALK should be excluded by molecu-
lar approaches in tumours with exclusive cytoplasmic ALK
expression.

The clinical characteristics of the 28 patients with
Variant::ALK-positive ALCL were comparable to the ones
of the 280 NPMI::ALK-positive ALCL with regard to gen-
der, age, stage, bone marrow or CNS involvement or the
histological subtype (Table S3). The event-free survival
(EFS) at 5years was 69 + 3% for the 28 ALCL patients with

a variant ALK-partner gene, compared to 75+ 8% for the
280 NPM1::ALK-positive patients (p = 0.39, Figure 2A). The
survival (OS) at 5years was 100% for the Variant::ALK pa-
tient cohort compared to 92 +2% for NPMI::ALK-positive
patients (p=0.13). The comparable outcome between
NPM1::ALK and Variant:ALK-positive patients is in line
with a previous observation based on the ALK staining
pattern.” Next, we compared the 5-year EFS of the patients
with the two most common variant subtypes, TPM3: ALK
and ATIC::ALK, to the one of patients with NPMI1:ALK
and other Variant:ALK-positive ALCL. We observed
no event among the nine TPM3:ALK-positive patients
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0 T T T T T T T T T T
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FIGURE 2

Event-free survival at Syears according to NPM1::ALK and variant ALK status (A) and according to TPM3::ALK (light blue

line), ATIC::ALK (yellow line), NPM1::ALK (green line) and all other Variant::ALK-partners (purple line) (B).
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VARIANT ALK-FUSION-POSITIVE ANAPLASTIC LARGE-CELL LYMPHOMA

(100+0%) compared to five relapses among the eight
ATIC::ALK-positive patients (50+ 18%) (Figure 2B) with
one relapse of an ATIC:ALK-positive patient occurring
12years after diagnosis. Although not statistically signif-
icant, this observation hints towards differences in che-
mosensitivity between the Variant:: ALK-fusions and asks
for further analysis of a larger international patient co-
hort. The favourable outcome of patients with TPM3: ALK
and high relapse risk of ATIC::ALK-positive ALCL was
not reflected in preclinical in vitro studies.'”'* NTH3T3
cells transformed by TPM3::ALK exhibited a higher inva-
sive potential compared to ATIC::ALK, CLTC::ALK and
NPM1:ALK.""" BAF3 cells containing ATIC::ALK-fusions
generated through CRISPR/CAS9 genome editing had a
lower transformation and growth rate than NPMI::ALK-
positive BAF3 cells.'> However, ATIC:ALK expressing
NIH3T3 cells showed the strongest STAT3 phosphory-
lation compared to the above-mentioned Variant:ALK
transformed NTH3T3 cells.'” Since STAT3 is one of the
key players in the survival and maintenance of ALK-
positive ALCL, strong activation of STAT3 may contribute
to a more aggressive clinical course. Interestingly, a rare
ATIC::ALK-positive cutaneous T-cell lymphoma case re-
ports an aggressive clinical course.'® Of note, all relapses
in ATIC::ALK-positive patients occurred after the end of
the first-line therapy and in four of five patients more than
1 year after diagnosis, and all patients could be rescued by
second-line therapies.

In summary, among children with ALK-positive ALCL,
about 10% showed variant ALK-partners, of which ATIC
and TPM3 comprise one-third each. The observation of a
high relapse risk for ATIC:ALK and a low relapse risk for
TPM3::ALK-positive ALCL patients needs to be confirmed
in larger patient series.
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3. Zusammenfassung

3.1 Deutsch

Die Mehrheit der padiatrischen groRzelligen anaplastischen Lymphome (ALCL) sind ALK-positiv und
weisen eine Fusion zwischen der anaplastischen Lymphomkinase (ALK) und Nukleophosmin 1
(NPM1) auf. Bei einer geringeren Anzahl der ALK-positiven ALCL liegt eine Genfusion zwischen ALK
und einem varianten Fusionspartnergen vor. Zur Haufigkeit und Verteilung der spezifischen varian-
ten ALK-Fusionspartnergene und ihrer prognostischen Bedeutung gibt es bislang kaum Daten.

In dieser Studie wiesen 49 von 316 ALCL-Patient:innen innerhalb der NHL-BFM-Studiengruppe im-
munhistochemisch eine ausschliellich zytoplasmatische ALK-Farbung auf, was auf das Vorliegen
einer varianten ALK-Fusion hindeutet. Mittels Genomic Capture High Throughput Sequencing
(gcHTS) oder PCR-basierten Verfahren konnten bei 41 der 49 Fille das ALK-Partnergen analysiert
werden. Bei 13 Patient:innen fand sich eine NPM1::ALK-Fusion, sodass auch bei einer rein zytoplas-
matischen ALK-Farbung eine NPM1::ALK-Fusion mit einer sensitiveren Methode ausgeschlossen
werden sollte. Unter den varianten ALK-Partnergenen kamen TPM3 (n = 9; 32 %) und ATIC (n = §;
28 %) am haufigsten vor. Das Auftreten von fiinf Rezidiven unter den acht Patient:innen mit
ATIC::ALK-positiven ALCL gegenilber keinem Rezidiv unter Patient:innen mit TPM3::ALK-positiven
ALCL weist auf eine mogliche prognostische Bedeutung des Fusionspartners hin. Die Detektion der
Partnergene ermdoglicht die Etablierung fusionsspezifischer Assays zur Messung der minimal disse-
minierten und minimal residuellen Erkrankung auch fiir Variante::ALK-positive ALCL-Patient:innen
Zusammenfassend sind variante ALK-Fusionen mit einem Anteil von etwa 10 % aller ALK-positiver
ALCL in unserer Studie insgesamt selten. Die spezifischen Fusionspartnergene sind dabei moglicher-

weise mit unterschiedlichen Prognosen verbunden.
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3.2 Englisch

Most pediatric anaplastic large cell lymphomas (ALCL) are ALK-positive and contain a gene fusion
between the anaplastic lymphoma kinase (ALK) and nucleophosmin 1 (NPM1). A smaller number of
ALK-positive ALCL contains a gene fusion with a variant ALK partner-gene. Little is known about the
frequency and distribution of the specific variant ALK partner genes and their prognostic signifi-
cance.

In this study, 49 of 316 ALCL patients in the NHL-BFM study group showed an exclusive cytoplas-
matic ALK staining pattern with the ALK1 antibody, indicative for an ALK gene fusion variant. By
using genomic capture high throughput sequencing (gcHTS) or specific PCR-based methods, 41 of
the 49 cases could be analysed for the ALK partner gene. An NPM::ALK fusion was detected in 13
cases, suggesting that NPM.::ALK fusion needs to be excluded with a more sensitive ALK antibody
or molecular methods in case of cytoplasmatic ALK staining. Among the 28 ALCL with variant ALK
partner genes, TPM3 (n =9; 32 %) and ATIC (n = 8; 28 %) were the most common. The occurrence
of five relapses within the eight ATIC::ALK positive ALCL compared to no relapse among the nine
TPM3::ALK positive ALCL indicates that the fusion partner might be associated with the relapse risk.
Based on the detection of the ALK fusion partner, prognostic factors established for NPM::ALK-pos-
itive ALCL, such as minimal disseminated disease (MDD), can also be analysed for Variant::ALK-
expressing ALCL patients.

In conclusion, variant ALK fusions are rare, accounting for approximately 10 % of all ALK-positive

ALCL in our study. The specific fusion partner genes may be associated with different prognosis.
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