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1. Einleitung

1.1 Myelodysplastische Syndrome (MDS)

1.1.1 Definition des MDS

Unter dem Begriff ‘Myelodysplastische Syndrome’ (MDS) versteht man eine
heterogene Gruppe von Erkrankungen des Knochenmarks, bei welchen die
hamatopoetische Stammzelle betroffen ist und es dadurch zu Dysplasien von
Knochenmarks- und Blutzellen sowie zu Zytopenien kommt. Infolgedessen
entwickelt sich eine hamatopoetische Insuffizienz und das Risiko der Entstehung
einer akuten myeloischen Leukamie steigt (Tefferi 2009). In Deutschland liegt die
Inzidenz des MDS bei 4,15/100 000 Einwohnern pro Jahr (Neukirchen et al. 2011),
womit das MDS zu einer der haufigsten hamatologischen Erkrankungen zahlt. Das
mediane Erkrankungsalter liegt bei 75 Jahren, wobei Frauen etwas seltener
erkranken als Manner. Bei ca. 10% des MDS handelt es sich um sekundare
Formen, die durch vorangegangene Chemo- oder Strahlentherapie ausgelost
wurden; bei ca. 90% der MDS Iasst sich jedoch keine bestimmte Noxen-Exposition

nachweisen.

Typische Symptome eines MDS sind von der hamatopoetischen Insuffizienz
abzuleiten: durch verminderte Erythrozytenzahl kommt es zur Anamie, welche
unter anderem Mudigkeit, Blasse und Leistungsminderung als Symptome hat;
durch verminderte Thrombozyten kommt es zu einer erhohten Blutungsneigung
und verminderte Leukozyten fuhren zu einer gehauften Infektanfalligkeit.

1.1.2 Zytomorphologie und Genetik-Risikostratifizierung des MDS

Zur Diagnosestellung mussen mindestens 10% der Zellen einer betroffenen
Zellreihe Dysplasiezeichen aufweisen, wobei auch in allen Zellreihen Dysplasien
vorkommen koénnen (Arber et al. 2016). Bei Diagnosestellung weisen 50% der
Patienten chromosomale Aberrationen auf (Schanz 2012). Da das MDS eine
Ausschlussdiagnose ist, gehort zur Diagnosestellung die Anfertigung eines
Blutbildes, eines Differentialblutbildes und eine Knochenmarkuntersuchung. Vor
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allem die Zytomorphologie ist hier entscheidend, da hierdurch Dysplasien erkannt
werden konnen und der Blastengehalt sowohl fur die Stellung der Diagnose als
auch fur die weitere Risikostratifizierung von entscheidender Bedeutung ist. Ein
Problem allerdings ist, dass die Untersuchung von peripherem Blut oder
Knochenmark auf Anzeichen von Dysplasien sehr untersucherabhangig ist und es
daher eine starke Varianz in der MDS-Diagnosestellung gibt (Font et al. 2013). Da
diese Klassifizierung entscheidend fur die Risikostratifizierung und nachfolgende
Therapie ist, ist es moglich, dass MDS-Patienten untersucherabhangig
unterschiedlichen Subklassifikationen zugeordnet werden und konsekutiv
moglicherweise auch eine andere Therapie erhalten.

Die myelodysplastischen Syndrome wurden anhand der WHO-Klassifikation in
verschiedene Subtypen unterteilt; Kriterien hierfur sind die Anzahl der betroffenen
Zellreihen mit Zytopenie, der Blastenanteil im Knochenmark und der Nachweis

von Ringsideroblasten oder Auerstabchen.



Tabelle 1: WHO-Klassifikation 2008 myelodysplastischer Syndrome (nach
Leitlinie MDS der DGHO Onkopedia, 2013, Stand Marz 2014). Bisherige
Unterteilung der myelodysplastischen Syndrome (MDS) in die verschiedenen
Subtypen abhangig von verschiedenen Unterscheidungsmerkmalen in peripherem
Blut und Knochenmark. del= Deletion.

‘ MDS-Subtyp Blut Knochenmark

Refraktare Zytopenie mit unilinearer Uni- oder Dysplasien in = 10% der
Dysplasie (RCUD), RA (refraktare Bizytopenie, < 1% Zellen einer Reihe, <5%
Anamie), RN (refraktdre Neutropenie), RT  Blasten Blasten

(refraktare Thrombopenie)

Refraktare Anamie mit Ringsideroblasten Anamie, keine = 15% Ringsideroblasten
(RARS) Blasten innerhalb der Erythopoiese,

ausschlieBlich
Dyserythropoiese, <5%

Blasten

Refraktare Zytopenie mit multilinearen Zytopenie(n), < 1% Dysplasien in = 10% der

Dysplasien (RCMD) mit oder ohne Blasten, <1000/ul Zellen von 2-3 Reihen, <5%

Ringsideroblasten Monozyten Blasten

MDS mit isolierter del(5q) Anamie, <1% meist typische mononukleéare
Blasten, Megakaryozyten, isolierte
Thrombozyten oft del(5q) Anomalie, <5%
vermehrt Blasten

Refraktare Anamie mit Blastenvermehrung Zytopenie(n), <5% Uni- oder multilineére

| (RAEB I) Blasten, <1000/pl Dysplasien, Blasten 5-9%,
Monozyten keine Auerstabchen

Refraktare Anamie mit Blastenvermehrung Zytopenie(n), <20%  Uni- oder multilineare

Il (RAEB II) Blasten, <1000/pl Dysplasien, Blasten 10-19%,
Monozyten Auerstdbchen mdéglich

Unklassifizierte MDS: a) RCUD mit <1% Blasten, <5% Blasten

Panzytopenie b) RCMD/RCUD mit 1 % <1000/ul Monozyten
Blasten im Blut ¢c) MDS-typische

chromosomale Aberration ohne klare

Dysplasiezeichen

Im April 2016 wurde eine Uberarbeitete Version der WHO-Klassifikation fur
myeloide Neoplasien und akute Leukadmien vorgestellt (Arber et al. 2016), welche
in der folgenden Tabelle (Tabelle 2) kurz erklart wird. Neben Anderung der
Bezeichnungen fur die verschiedenen Subtypen des MDS wurden die Gruppe des
MDS del(5q) um Patienten erweitert, die auch eine einzelne weitere
chromosomale Aberration aufweisen (mit Ausnahme von Patienten mit einer
zusatzlichen Anomalie auf Chromosom 7). Auch wurde die Gruppe der MDS-MLD
(multilineage dysplasia) mit Ringsideroblasten und/ oder SF3B7-Mutation als
eigenstandige Entitat definiert (Leitlinie Onkopedia MDS 2016).



Tabelle 2: uberarbeitete WHO-Klassifikation 2016 myelodysplastischer
Syndrome (nach Leitlinie MDS der DGHO Onkopedia, 2016, Stand 19.07.2016).
Aktuelle Unterteilung der myelodysplastischen Syndrome (MDS) in die
verschiedenen Subtypen abhangig von verschiedenen
Unterscheidungsmerkmalen in peripherem Blut und Knochenmark. Die alten
Bezeichnungen aus der WHO-KIlassifikation von 2008 sind in kursiv geschrieben.

*Zytopenien definiert als H&amoglobin <10g/L, Thrombozyten <100x10%L,
Neutrophile Granulozyten <1,8x10%/L

**falls SF3B1 mutiert

***1% periphere Blasten missen zu 2 verschiedenen Zeitpunkten beurteilt werden
****Falle mit 215% Ringsideroblasten haben per Definition eine signifikante
Dyserythropoiese und sind daher MDS-RS-SLD

MDS=Myelodysplastische Syndrome, RCUD=refraktare Zytopenie mit unilinearer
Dysplasie, RCMD=Refraktare Zytopenie mit multilinearen Dysplasien,
RAEB=Refraktare Anamie mit Blastenvermehrung, KM=Knochenmark, PB=

peripheres Blut, non-chr=nicht auf Chromosom 7 liegend, del=Deletion

Kategorie Dysplastische Zytopenien* Ringsideroblast Blasten im KM Karyotyp
Reihen en (% der und PB (konventionelle
erythroiden Béanderung)
Zellen)

MDS with single lineage dysplasia 1 oder 2 <15% / <5%** KM <5%, PB alle, aufder
(MDS-SLD) (=RCUD) <1%, keine del(5q) +-1
Auerstabchen andere non-chr 7
Aberration
MDS with multilineage dysplasia 2 oder 3 1 bis 3 <15% / <5%** KM <5%, PB alle, aulder
(MDS-MLD) (=RCMD) <1%, keine del(5q) +-1
Auerstabchen andere non-chr 7
Aberration
MDS with ring sideroblasts (MDS- 1 1 oder 2 215% / 256%** KM <5%, PB alle, auller
RS) with single lineage dysplasia <1%, keine del(5q) +-1
(MDS-RS-SLD) Auerstabchen andere non-chr 7
Aberration
MDS with ring sideroblasts (MDS- 2 oder 3 1 bis 3 215% / 25%** KM <5%, PB alle, aufRer
RS) with multilineage dysplasia <1%, keine del(5q) +-1
(MDS-RS-MLD) Auerstabchen andere non-chr 7
Aberration
MDS with del(5q) 1 bis 3 1 bis 3 irrelevant KM <5%, PB del(5q) isoliert
<1%, keine oder mit 1
Auerstabchen anderen non-chr
7 Aberration
MDS with excess blasts 1 0 bis 3 1 bis 3 irrelevant KM 5-9% oder PB irrelevant
(MDS-EB1) (=RAEB ) 2-4%, keine Auer-
Stabchen
MDS with excess blasts 2 0 bis 3 1 bis 3 irrelevant KM 10-19% oder irrelevant
(MDS-EB2) (=RAEB II) PB 5-19% oder
Auerstabchen
MDS, unclassifiable (MDS-U) 1 bis 3 1 bis 3 irrelevant KM <5%, PB=1%, irrelevant
with 1% blood blasts*** keine
Auerstabchen
MDS, unclassifiable (MDS-U) 1 3 irrelevant KM <5%, PB<1%, alle, auRer
with single lineage dysplasia keine del(5q) +-1
and pancytopenia Auerstabchen andere non-chr 7
Aberration
MDS, unclassifiable (MDS-U) 0 1 bis 3 <15%**** KM <5%, PB MDS-
based on defining cytogenetic <1%, keine definierende
abnormality Auerstabchen Abnormalitat

Um die Risikoprognose einer erkrankten Person besser abschatzen zu kdnnen,
werden zusatzlich zu Alter, Geschlecht und Komorbiditaten krankheitsbiologische

Parameter, wie der medullare Anteil der Blasten (in %), die Zahl der Zytopenien
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(welche Zellreihen betroffen sind, maximal 3) und der Karyotyp (gunstig,
intermediar oder schlecht) hinzugezogen. Diese Parameter werden mit Hilfe des
IPSS (International Prognostic Scoring System) in Score-Punkte umgerechnet,
womit dann ein Gesamtrisiko-Score errechnet werden kann, welcher sich
wiederum in Low Risk (0 Punkte), Intermediate Risk | (0,5 - 1 Punkte),
Intermediate Risk Il (1,5 - 2 Punkte) und High Risk (= 2,5 Punkte) aufteilt. Mit Hilfe
des Risiko-Scores kann entsprechend die Therapie geplant werden. 2012 wurde
dieses Risiko-Scoring-System Uberarbeitet (IPSS-R; International Prognostic
Scoring System- Revised; Greenberg et al. 2012), wobei nun neben dem Anteil
der Blasten in % im Knochenmark, der Karyotyp (hier jetzt 5 anstatt 3
prognostische Subtypen), nun zusatzlich der Hb-Wert, Thrombozyten-Wert und
Anzahl der neutrophilen Granulozyten mit einberechnet werden. Eingeteilt wird
seitdem in die 5 Risiko-Gruppen: Very Low Risk (< 1,5 Punkte), Low Risk (2 - 3
Punkte), Intermediate Risk | (3,5 - 4,5 Punkte), Intermediate Risk Il (5 bis 6
Punkte) und High Risk (> 6 Punkte).

Tabelle 3: International Prognostic Scoring System/ IPSS (nach Leitlinie MDS
der DGHO Onkopedia, 2013, Stand Marz 2014) Med.= medullar.

* Gunstig: normal, -Y, del(5q), del(20q); Schlecht: komplex (=3 Anomalien) oder
Aberrationen auf Chr. 7, Intermediar: anderen.

** Hamoglobin <10 g/dl, Neutrophile <1,8/ nl, Thrombozyten <100/ nl

Score Punkte 0] 0,5 1 1,5 2
Med. Blasten (%) weniger als 5 5 bis 10 11 bis 20 21 bis 30
Karyotyp* glnstig| intermediar schlecht

Zahl der Zytopenien** 0 oder1 2 oder 3

Risiko-Score

Low Risk 0

Intermediate Risk | 0,5 bis 1

Intermediate Risk I 1,5 bis 2

High Risk 22,5




Tabelle 4: IPSS-R (nach Leitlinie MDS der DGHO Onkopedia, 2013, Stand Marz
2014). Hb= Hamoglobin.

* A: Sehr gut (-Y, del(11q)); B: Gut (Normal, del(5q), del(12p), del(20q), Doppel-
Klon mit del(5q)aulRer chr7); C: Intermediar (del(7q), +8, +19, i(17q), andere
Einzel- oder Doppel-Klone); D: Schlecht (-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), Doppel-Klon mit -
7/del(7q), komplex (3 Abberationen)); E: Sehr schlecht (Komplex > 3

Aberrationen)

Score Punkte 0 (1) 1 1,5 2 3 4
Karyotyp* A B C D E
Blasten (%) <2 >2 bis <5 5 bis 10 >10
Hb-Wert (g/dl) >10 8 bis <10 <8

Thrombozyten (/nl) >100| 50 bis <100 <50

Neutrophile (/nl) >800 <800

Risiko Score

Very Low Risk <1,5

Low Risk 2 bis 3

Intermediate | 3,5 bis 4,5

Intermediate Il 5 bis 6

High Risk >6

1.1.3 Zyto- und molekulargenetische Veranderungen des MDS

Zusatzlich zu zytomorphologischen Veranderungen werden auch, wie oben bereits
bei der WHO-KIlassifikation sowie den Risiko-Scores kurz erwahnt, zytogenetische
Veranderungen im Knochenmark oder im Blut der an MDS erkrankten Personen
herangezogen, welche das Risikoprofil des einzelnen MDS-Patienten beeinflussen
und eine bessere Aussage Uber Prognose und Verlauf der Erkrankung erlauben.
Neben diesen zytogenetischen Veranderungen findet man beim MDS jedoch eine
eine groRe Anzahl genetischer Aberrationen, insbesondere Genmutationen. Bei
ca. 78% (Haferlach et al. 2014: 89,5%, Cazzola et al. 2013: 90%) aller Patienten
mit MDS liegt mindestens eine onkogene Mutation vor, bei ca. 43% aller Patienten
mit MDS werden 2-3 onkogene Punktmutationen oder zytogenetische
Abnormalitaten und bei ca. 10% sogar 4-8 Mutationen (Papaemmanuil et al. 2013)
gefunden. Das leukamiefreie Uberleben eines MDS-Patienten bis zur
Transformation in eine akute Leukamie wird vor allem durch die Anzahl der
sogenannten Driver-Mutationen (inaktivierende Mutationen far
Tumorsuppressorgene und Hotspotmutationen in Onkogenen) beeinflusst, welche
schon sehr frih in der Krankheitsentwicklung entstehen und die anschlieRende
genomische Evolution der Krankheit beeinflussten (Papaemmanuil et al. 2013).
Betroffen sind hierbei Gene, welche unter anderem die Signaltransduktion (JAK2,
KRAS, CBL), die DNA-Methylierung (DNMT3A, TET2, IDH1/2), die Regulation der
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Transkription (EVI1, RUNX1, GATAZ2, TP53), die Chromatinmodifikation (EZH2,
ASXL1) und das RNA-Splicing (SF3B1, U2AF1, SRSF2, ZRSR2) betreffen
(Abdel-Wahab et al. 2011; Ernst et al. 2010; Boultwood et al. 2010; Gelsi-Boyer et
al. 2009; Graubert et al. 2012; Yoshida et al. 2011; Papaemmanuil et al. 2011;
Grand et al. 2009; Levine et al. 2005; Delhommeau et al. 2009; Langemeijer et al.
2009; Walter et al. 2011; Haferlach et al. 2014, Pellagatti u. Boultwood, 2015).

Die oben genannten Genmutationen werden bisher noch nicht, abgesehen von
SF3B1, in die Prognose-Scores wie IPSS einbezogen, obwohl publizierte Daten
zeigen, dass die Prognosevorhersage durch Einbeziehung solcher Mutationen
verbessert wird (Bejar et al. 2012; Cazzola et al. 2013; Haferlach et al. 2014, Della
Porta et al. 2016).

Sowohl zur besseren Prognoseeinschatzung als auch zur Entwicklung
verbesserter therapeutischer Ansatze ist es wichtig, weitere Erkenntnisse Uber die
Inzidenz und Zusammensetzung molekulargenetischer Veranderungen bei MDS-
Patienten zu gewinnen. In dieser Arbeit wurde die Kohorte des Ulmer MDS-
Registers auf Mutationen in den Genen ASXL1, SRSF2 und RUNX1 untersucht.
Diese Gene treten bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) gehauft auf und
werden auch als rekurrent mutiert bei MDS beschrieben. Sie konnten das
Risikoprofii des MDS-Subtyps und die notwendigen Therapieansatze
entscheidend beeinflussen (siehe nachstes Kapitel).

1.1.4 Therapie des MDS

1.1.4.1 Supportive Therapie

Abhangig von Alter, Komorbiditaten und Allgemeinzustand kann bei geringer
Zytopenie bzw. Asymptomatik die Strategie ,watch and wait’ angewandt werden.
Bei Anamiesymptomatik besteht die Therapie zuerst einmal aus einer supportiven
Basistherapie bestehend aus Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten
(abhangig von klinischem Zustand und dem Hb-Wert), Transfusionen von
Thrombozytenkonzentraten bei Blutungen und grofRzugiger Antibiotikagabe bei
Infektionen, auch bei Bagatellinfektionen. Zusatzlich wird eine jahrliche Influenza-
Impfung und ab 65 Jahren die Pneumokokken-Impfung empfohlen.

Zur Therapie einer sekundaren Hamochromatose (mit Komplikationen wie
Hepatomegalie oder Kardiomyopathie einhergehend), welche durch haufige
Erythrozyten-Transfusionen entstehen kann, kann die Gabe von Eisenchelatoren
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wie Deferasirox und Deferoxamin (Exjade) hilfreich sein. Eisenchelatoren sind ab
einer Gabe von mehr als 20 Erythrozytenkonzentraten oder einem Ferritin-Wert
von > 1000 ng/ml indiziert.

Eine weitere Therapiesaule sind hamatopoetische Wachstumsfaktoren, vor allem
Erythropoetin (EPO) oder Darbapoetin alpha (synthetisches EPO; Aranesp),
gegebenenfalls zusammen mit Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-
CSF), welches die Wirkung von EPO verstarkt. Indikation flr eine Therapie mit
EPO sind ein Erythopoetinspiegel <100 (500) IE/ml, eine geringe
Transfusionsabhangigkeit (maximal 2 Erythrozytenkonzentrate innerhalb von 8
Wochen bendétigt) und eine Einteilung in die IPSS-Risikogruppen Low oder
Intermediate |. G-CSF allein ist nur sehr eingeschrankt indiziert, zum Beispiel bei
wiederholt komplizierten Infektionen und Neutropenie. Bei schwerer
Thrombozytopenie kann die Gabe von Thrombopoetin-Rezeptor-Agonisten wie
Romiplostim oder Eltrombopag indiziert sein.

Eine weitere Therapieoption ist die immunsuppressive Therapie mit ATG
(Antithymozytenglobulin) und CsA (Cyclosporin), welche bei Niedrigrisiko-MDS mit
transfusionsabhangiger Anamie, Alter unter 60 Jahren, Knochenmarkblasten <5%
und normaler Zytogenetik indiziert sein kann. Circa 30% der Patienten, die mit
Antithymozytenglobulin behandelt wurden, erreichen Transfusionsfreiheit (Quelle
fur Kapitel ,Supportive Therapie®: Leitlinie MDS Onkopedia, 2016).

1.1.4.2 Spezifische Therapie

Die einzig kurative Therapie ist die allogene Stammzelltransplantation.

Fur MDS-Patienten mit einer del5qg-Veranderung und einer Low Risk oder
Intermediate | Risk- Einteilung sind immunmodulatorische Chemotherapeutika wie
die Weiterentwicklung von Thalidomid, Lenalidomid, zugelassen. Diese fuhren zu
einer TNF-a-Inhibition und zu einer T-Zell/ NK-Zell-Aktivierung und wirken somit
proapoptotisch. Aber auch bei Patienten ohne del5g-Veranderung konnte gezeigt
werden, dass eine Therapie mit Lenalidomid zu einer Verlangerung der
transfusionsfreien Zeit von Erythrozytenkonzentraten fuhrt (Santini et al. 2014).
Histon-Deacetylase-Inhibitoren wie Valproinsaure steigern die Erythropoese und
sind vor allem bei Low Risk-Patienten und fehlendem Ansprechen auf
Wachstumsfaktoren oder Immunmodulatoren ein mdgliches therapeutisches
Konzept.



Aullerdem koénnen Pyrimidin-Analoga wie Azacytidin/ Decitabin eingesetzt
werden, die anstelle von Cytosin in die DNA eingebaut werden, dadurch
zytotoxisch wirken und zusatzlich die Methylierung von CpG-Abschnitten
verhindern. Die Gabe von Azacytidin bei Patienten mit MDS fuhrt zu signifikant
erhohten Ansprechraten, hoherer Lebensqualitat, vermindertem Risiko fur die
Transformation in eine akute Leukdmie sowie verlangertem Uberleben im
Vergleich zu alleinig supportiver Therapie (Silverman et al. 2002; Fenaux et al.
2009).

Des Weiteren wird in Studien das hypomethylierende Dinukleotid von Decitabin
und Desoxyguanosin Guadecitabin (in klinischen Studien) bei Patienten mit MDS
und AML eingesetzt (Issa et al. 2015; Kharfan-Dabaja 2015). Pharmakologischer
Vorteil dieses Wirkstoffes ist seine Widerstandsfahigkeit gegenuber der
Degradierung durch die Cytidin-Deaminase (Issa et al. 2015).

FiUr diese hier vorliegende Arbeit wurden die Gene ASXL1, SRSF2 und RUNX1
ausgewahlt, um deren Vorkommen und Einfluss auf den Krankheitsverlauf der
Patienten des Ulmer MDS-Registers zu untersuchen. Im folgenden Abschnitt wird
jeweils ein kurzer Uberblick Uber Struktur, Funktion und Bedeutung dieser drei
Gene im MDS sowie in der AML gegeben.

1.2 Das Additional Sex Combs-Like transcriptional regulator 1
(ASXL1)-Gen

1.2.1 Struktur des ASXL1-Gens und Funktion des Proteins

Das ASXL1-Gen, lokalisiert auf der chromosomalen Bande 20q11.2 (Fisher et al.
2003), ist ein proteinkodierendes Gen, welches homolog zum ASX-Gen der
Fruchtfliege Drosophila fur ein chromatinbindendes Protein kodiert; dies gehort zu
den ,Enhancer der Trithorax und Polycomb (ETP)“ Genen, einer Genfamilie, die
eine duale Funktion in der epigenetischen Aktivierung wie auch in der Repression
von Gentranskription besitzt (Fisher et al. 2006).

Das ASXL1-Gen besteht aus 13 Exons (Fisher et al. 2003), wobei Exon 3 nur drei
Basenpaare lang ist und deshalb meist nur 12 Exone genannt werden. Das vom
ASXL1-Gen kodierte Protein besteht aus 1541 Aminosauren (Uniprot ID: Q8IXJ9)
und besitzt eine relative molekulare Masse von 165 462 Da (Fisher et al. 2003).



Als Mitglied der Polycomb Gruppe (PcG) ist das Protein an der transkriptionalen
Regulation beteiligt, die durch ligandengebundene, nukledre Hormonrezeptoren
wie die Retinolsaurerezeptoren (RARs) oder den Peroxisomenproliferator-
aktivierter Rezeptor y (PPARG) vermittelt werden. Das Protein agiert als
Coaktivator von Retinolsdurerezeptoren (RARA). In Vitro fuhren ASXL17-
Mutationen zu einem Verlust des Polycomb-Repressive-Complex 2, welcher
normalerweise fur die Unterdrickung von leukamischen Zielgenen zustandig ist
(Abdel-Wahab O et al. 2012).

Mutationen im ASXL7-Gen werden vor allem in Exon 12 detektiert und es wird
angenommen, dass diese zu einer Trunkierung des Proteins fuhren (Gelsi-Boyer
et al. 2009), welches in der Chromatinmodifizierung involviert ist. In Exon 12 treten
die Mutationen am haufigsten in der glycin-reichen Region auf (Boultwood et al.
2010, siehe schematische Darstellung des ASXL1-Proteins Abbildung 1)

1.2.2 ASXL1-Mutationen bei AML und bei MDS sowie ihre Bedeutung

Bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie haben ca. 6,1% der Patienten
Mutationen im ASXL7-Gen (Paschka et al. 2015). Diese Mutationen sind mit
hoherem Alter, mannlichem Geschlecht, sekundarer AML, niedrigeren
Knochenmarkblasten und Blasten im peripheren Blut und einer schlechten
Prognose assoziiert (Paschka et al. 2015).

Bei MDS-Patienten kommen Mutationen im ASXL7-Gen mit einer Haufigkeit von
ca. 15-20% vor (Cazzola et al. 2013. Thol et al. 2011: 20,7%; Raza u.Galili 2012:
15-20%, Pellagatti u. Boultwood 2015: 11-15%); bei 70% dieser Mutationen
handelt sich es um Frameshift-Mutationen, welche mit einer kiirzeren Zeit bis zum
Auftreten einer akuten myeloischen Leukamie (leukemia-free survival) assoziiert
sind (Thol et al. 2011). ASXL17-Mutationen kommen vor allem in den MDS-
Subtypen RCMD und RAEB vor und sind in beiden Fallen mit einem hdheren
Risiko assoziiert, eine sekundare AML zu entwickeln (Cazzola et al. 2013). Des
Weiteren sind ASXL 1-Mutationen mit einem kirzeren Gesamtuberleben assoziiert:
in einer Studie von 2011 betrug das mediane Uberleben 1,33 Jahre bei Patienten
mit ASXL 7-Mutation, wahrend das mediane Uberleben der gesamten Kohorte 1,86
Jahre betrug (Bejar et al. 2011).

Die Rolle der Assoziationen von ASXL7-Mutationen mit anderen genetischen

Markern bei MDS ist momentan noch nicht vollstandig geklart, jedoch treten
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ASXL1-Mutationen haufig gemeinsam mit RUNX1, EZH2, IDH, NRAS, JAK2,
SETBP1 und SRSF2 (Chen et al. 2014) auf.

l 1541 AS
ASXL1 l]
(20g11)
ASXN ASXM Glycin- Rb NR PHD Finger

reiche Interaktions-
Region Motiv

Abbildung 1: Schematische Darstellung des ASXL1-Proteins mit den
bekannten Motiven und Doménen (nach Boultwood et al. 2010, Abdel-Wahab et
al. 2011). ASXN/ASXM (grin/orange): amino-terminale Homologie-Domanen,
Bindungsstellen fir nukledre Rezeptoren; Glycin-reiche Domane (blau), mit Pfeil
markiert: am haufigsten durch Mutationen betroffene Region (Exon 12;
Aminosauresequenz 642-685); Rb Interaktionsmotiv (gelb); NR (Nuclear
Receptor) (grau): Bindemotiv fur nukledre-Rezeptoren RAR und RXR; PHD (Plant
Homeo Domain) Finger (rot): hoch konservierte cysteinreiche Region fir
Interaktion mit anderen Proteinen. AS=Aminosauren

1.3 Das Serine/ Arginine-rich splicing factor 2 (SRSF2)-Gen

1.3.1 Struktur des SRSF2-Gens und Funktion des Proteins

Der Serine/ Arginine-rich splicing-factor 2 liegt auf Chromosom 17g25.1, besteht
aus 2 Exonen und ist Teil des post-transkriptionalen RNA-Splicing-Prozesses,
welcher daflr zustandig ist, nicht kodierende Sequenzen (Introns) aus dem
primdren RNA-Transkript (pre-mRNA) zu entfernen (Yoshida et al. 2011).
Splicosom-Mutationen wurden bisher in MDS, AML, chronisch lymphatischer
Leukédmie (CLL: Inzidenz ca. 7-17%) und chronisch myelomonozytarer Leukamie
(CMML, hier mit einer Inzidenz von ca. 21-47%), beobachtet; diese Mutationen
kbnnen ein abnormales Expressionsmuster von Genen, die in die
Krebspathogenese involviert sind, bewirken (Chesnais et al. 2012). So
beschrieben Qiu und Kollegen, dass die Splicing-Signaturen von MDS-Patienten
Uberwiegend die Zellzykluskontrolle sowie die Antwort auf DNA-Schaden
betreffen. Hingegen beziehen sich die Splicing-Signaturen der normalen
Hamatopoese vor allem auf die Signalweiterleitung und
Differenzierungsprogramme (Qiu et al. 2016). Zur Splicing-Maschinerie gehdéren

einerseits die Gruppe von kleinen nukledaren Ribonukleoproteinkomplexen
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(snRNP; U1, U2 und entweder U4/5/6 oder U11/12) sowie viele andere
Proteinkomponenten wie z.B. SRSF2. SRSF1 und SRSF2 binden an den U2
auxiliary factor (U2AF) und sind damit an der Erkennung der 3’-Splicing Region
und dem in der Nahe liegenden Polypyrimidin-Komplex beteiligt. Zusatzlich
scheint SRSF2 an der Regulation der DNA-Stabilitat involviert, da es bei einer
Depletion von SRSF2 zu genomischen Instabilitdt kommen kann (Xiao R et al.
2007).

1.3.2 SRSF2-Mutationen bei AML und MDS und ihre Bedeutung

Bei Patienten mit AML haben ca. 6% dieser Patienten Mutationen im SRSF2-Gen
(Papaemmanuil et al. 2016). Der prognostische Effekt dieser Mutationen ist vor
allem additiv, was bedeutet, eine einzelne Mutation nur in SRSF2 hat keinen
signifikanten Effekt. Ein gemeinsames Auftreten von Mutationen in ASXL1, SRSF2
und TP53 zeigt eine schlechtere Prognose auf (Papaemmanuil et al. 2016).
SRSF2-Mutationen kommen bei ca. 10-20% der MDS-Patienten vor (Cazzola et
al. 2013) (Papaemmanuil et al. 2013: 14%, Pellagatti u. Boultwood 2015: 12-15%)
und sind mit dem mannlichen Geschlecht und héherem Alter (Wu et al. 2012)
sowie mit Neutropenie und Thrombozytopenie (Damm et al. 2012) assoziiert. Die
haufigste SRSF2-Mutation ist in Kodon P95 auf Exon 1 lokalisiert, eine Position
zwischen dem RNA-Erkennungsmotiv (RRM) und der Arginin/ Serin reichen-
Domane (RS) (Visconte et al. 2012, siehe Abbildung 2). SRSF2-Mutationen traten
gehauft in Exon 1 auf und sind gréRtenteils heterozygote Punktmutationen (Thol et
al. 2012). MDS-Patienten mit einem mutierten SRSF2-Gen hatten im Vergleich zu
MDS-Patienten mit Wildtyp-SRSF2 ein kirzeres Gesamtiberleben (OS=overall
survival) sowie eine haufigere Progression zu AML (Thol et al. 2012, Wu et al.
2012). In der Studie von Thol et al. 2012 wurden 193 Patienten mit MDS auf
Mutationen von SRSF2 gescreent, 24 (12,4%) davon waren mutiert. Diese
Patienten hatten eine hdhere Transformationsrate in eine AML (P=0.013) und ein
signifikant kiirzeres Gesamtlberleben (Flinfiahresiberleben (5-JU): 17% vs. 39%,
P=0,049). SRSF2-Mutationen kamen in dieser Studie vor allem bei der Low-Risk
Gruppe und der Intermediate-l Gruppe nach IPSS vor und konnten hier zur
genaueren Risikostratifizierung beitragen (Thol et al. 2012). Zusatzlich konnte
beobachtet werden, dass eine Mutation in SRSF2 haufig von einer Mutation in
RUNX1, IDH2 oder ASXL1 begleitet war (Nagata et al. 2011, Wu et al. 2012; Thol
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et al. 2012). Insgesamt sind SRSF2-Mutationen am haufigsten in den MDS-
Subtypen RCMD und RAEB zu finden, welche beide zu den High-Risk MDS-
Subtypen gehdren (Cazzola et al. 2013).

P95

l 221 AS

Abbildung 2: Schematische Darstellung des SRSF2-Proteins mit bekannten
Motiven und Doméanen (nach Yoshida et al. 2011). RRM (blau): RNA recognition
motif; RS (grin): arginine/ serine-rich domains. Roter Pfeil markiert Prolin an
Position 95 (P95), eine der haufigsten Mutationen bei SRSF2. AS=Aminosauren

SRSF2
(17925.1)

1.4 Das Runt-related transcription factor 1 (RUNX7)-Gen

1.4.1 Struktur des RUNX7-Gens und Funktion des Proteins

Das RUNX1-Gen befindet sich in der Chromosomenregion 21922.12
(Avramopoulos et al. 1992), besteht aus 10 Exonen und das vom RUNX7-Gen
kodierte Protein ist 453 Aminosauren lang (Osato 2004).

Das RUNX1-Gen wird auch auch AML1-Gen oder CBFaZ2 (core binding factor a)
genannt und kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der zur Familie der core
binding factors (RUNX1, RUNX2, RUNX3) gehort und die normale Differenzierung
hamatopoetischer Stammzellen reguliert, indem er mit CBFf, einem weiteren
Transkriptionsfaktor, einen heterodimeren Komplex eingeht (Lorsbach et al. 2001).
Dadurch wird die DNA-Bindung 10fach erhoht, was stabilisierend auf den Protein-
DNA-Komplex wirkt und zu erhdhter Transkription der entsprechenden Gene fuhrt.
Die primare Rolle von CBFg ist es, die Bindung von RUNX7 an die DNA zu
verstarken, indem es eine bestimmte Konformation der RUNT-Domane stabilisiert
(Mangan u. Speck 2011). Jedes Mitglied der RUNX-Familie besitzt eine RUNT-
Domane (RD, siehe Abbildung 3), die homolog zum RUNT-Protein von Drosophila
ist (Ogawa et al. 1993) und welche die Heterodimerisierung mit CBFf3 und die
DNA-Bindung des RUNX-Proteins an die Core Enhancer Sequenz (CES)
TGTGGT vermittelt (Lorsbach et al. 2001).

RUNX1-Mutationen sind haufig in Translokationen von hamatologischen

Malignomen wie AML, ALL und MDS zu finden. Haufige Translokationen bei der
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AML sind Dbeispielsweise  1(8;21)(q22;q22) oder  RUNX71-RUNX1T1,
t(3;21)(926.2;922) oder MECOM(EVI1)-RUNXT1; bei der ALL finden sich vor allem
t(12;21)(p13;922) oder TEL-RUNX1 als chromosomale Translokationen (Ohki
1993; Imai et al. 2000, Bernard et al. 1996). AulRerdem scheint RUNX1 eine Rolle
bei Ovarial-Karzinomen (Keita et al. 2013) und Mamma-Karzinomen (van Bragt et
al. 2014) zu spielen. Zusatzlich konnten Keimbahnmutationen von RUNX1 bei
dem familial platelet disorder, einer autosomal-dominanten familidaren
Thrombozytopathie gefunden werden, die in 35% der Falle flr eine Entwicklung
von MDS und AML préadisponieren (Song et al. 1999; Owen et al. 2008). Des
Weiteren sind RUNX17-Mutationen mit Strahlenexposition wie bei der Hiroshima-
Atombomben-Katastrophe assoziiert (Harada et al. 2003).

Transaktivierung
‘ \ 453 AS

Repression VWRPY
Doméne

RUNX1
(21922.3

Abbildung 3: Schematische Darstellung des RUNX1-Proteins mit bekannten
Motiven und Doméanen (nach Lorsbach et al. 2001). RD (blau): Runt-DNA-
Bindungs-Domaéane, PST (grun): Prolin/Serin/Threonin-reiche Region, NM (grun):
Nukledres Matrixhaftungsmotiv, TA (orange): C-Terminale transkriptionale
Transaktivierungsdomane, VWRPY-Motiv (gelb): bindet Groucho Co-Repressor.
AS=Aminosauren

1.4.2 RUNX1-Mutationen bei Akuter Myeloischer Leukamie und bei MDS
sowie ihre Bedeutung

RUNXT1 ist eines der Gene, welches bei chromosomalen Translokationen in
menschlichen Leukdmien am haufigsten betroffen ist. Etwa 5% aller akuten
myeloischen Leukamien haben eine 1(8;21)(q22;q22)-Translokation (Gaidzik/
Teleanu et al. 2016: 5,5%; Papaemmanuil et al. 2016: 4%) welche zur Entstehung
eines RUNX1-RUNX1T1-Fusionsproteins (friher: AML1-ETO (Eight, Twenty-
One)) fuhrt, bestehend aus dem N-terminalen Teil von RUNX1 inklusive RD-
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Doméane und nahezu dem kompletten RUNX1T1-Protein (Miyoshi et al. 1991).
Das RUNX1-RUNX1T1-Fusionsprotein stort die Funktion von CBFa und fahrt
somit zu einer gestérten Hamatopoese (Lorsbach et al. 2001).

Die meisten RUNX17-Mutationen bei MDS und AML fuhren, unabhangig von dem
DNA-Bindungspotential, zu einem Verlust des Transaktivierungspotentials und
dadurch zu einem Funktionsverlust (Harada et al. 2004), da die Transkription
dereguliert wird, welche wiederum fur eine normale Hamatopoese notwendig ist
(Lutterbach u. Hiebert 2000).

Bei der akuten myeloischen Leukamie tragen etwa 6% der Patienten eine
Mutation im RUNX17-Gen und kommen vor allem in den Exonen 3, 4 und 8 vor
(Gaidzik et al. 2011; Gaidzik/ Teleanu et al. 2016). Diese Mutationen sind mit einer
Resistenz gegenuber Chemotherapie assoziiert sowie einem schlechteren
Uberleben. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die schlechte Prognose
dieser Patienten durch eine allogene Stammzelltransplantation verbessert werden
kann (Gaidzik et al. 2011).

Bei MDS-Patienten tragen ca. 10-15% (Cazzola et al. 2013: 10%; Raza u. Galili
2012: 15%, Pellagatti u. Boultwood 2015: 10%) der Patienten Mutationen im
RUNX1-Gen, diese kommen vor allem bei RCMD oder RAEB vor, sind ebenfalls
mit einem schlechteren klinischen Verlauf (Cazzola et al. 2013) und einer kirzeren
Gesamtuberlebensdauer (Bejar et al. 2011) assoziiert. In einer Studie von Bejar
und Kollegen (Bejar et al. 2011) wurde das Knochenmark von 288 Patienten mit
MDS in der Lower-Risk-IPSS-Kategorie untersucht und auf 22 Mutationen
gescreent. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit Mutationen in den Genen
RUNX1, TP53, ASXL1 und EZHZ2 unabhangig von der LR-IPSS ein kurzeres
Gesamtiiberleben hatten (Medianes Uberleben der RUNX7-mutierten Patienten:
1,16 Jahre vs. gesamter Kohorte: medianes Uberleben 1,86 Jahre) (Bejar et al.
2011).

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein groRe Kohorte (n=116) von gut charakterisierten
Patienten aus dem Ulmer MDS-Register auf Mutationen in den Genen ASXL1,
SRSF2 und RUNX1 zu untersuchen. Im Rahmen des Ulmer MDS-Registers
werden Knochenmark- und periphere Blutproben von MDS Patienten flr

wissenschaftliche Untersuchungen asserviert; ebenso werden die klinischen
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Daten dieser Patienten dokumentiert. Neben der Bestimmung der Inzidenz von
Mutationen in den Genen ASXL1, SRSF2 und RUNX1 war es ein wichtiges Ziel
die Korrelation dieser Genmutationen mit klinischen und genetischen
Charakteristika zu untersuchen, aber auch deren prognostische Bedeutung
insbesondere im Hinblick auf das Uberleben. Die Auswahl der drei Gene basierte
im Wesentlichen auf den bereits existierenden Daten zu Genmutationen von
ASXL1, SRSF2 und RUNX1, die darauf hinweisen, dass diese von hoher

prognostischer Bedbeutung sind.
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2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 5: Verwendete Gerate. Aufzahlung der verwendeten Gerate

alphabetischer Reihenfolge.

Geriat Nummer Hersteller

(-20)°C MiniCooler

2720 Thermal Cycler 4359659 Applied Biosystems, Foster City, USA
Accu-jet® BRAND GMBH&CO KG Wertheim
Blockthermostat 2099-04 Liebisch, Bielefeld

Combi-Spin Mini-Centrifuge/Vortex FVL-2400 N Biosan, Riga, Latvia

Combi-Spin PCV-2400 Grant Instruments

Gefrierschrank Comfort Liebherr, Biberach a.d.Riss
Geldokumentationsgerat GeneGenius Bio Imaging System Syngene, Frederick, USA

HandyStep 705004 BRAND GMBH&CO KG Wertheim

Magnetriihrer IKAMAG® REO

IKA Labortechnik, Staufen

Mehrkanalpipette Transferpipette

BRAND GMBH&CO KG Wertheim

NanoDrop1000

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Owl EasyCast A2 MiniGelElectrophoresis

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Owl EasyCast B2 MultiGel Combs

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

P-touch 2730

Brother International GmbH

Pipette 0,1-2,5 pl

3120 000.011

Eppendorf, Hamburg

Pipette 0,5-10 pl

3120 000.020

Eppendorf, Hamburg

Pipette 10-100 pl

3120 000.046

Eppendorf, Hamburg

Pipette 100-1.000 pl

3120 000.062

Eppendorf, Hamburg

Pipette 2,0-20 pl

3120 000.038

Eppendorf, Hamburg

Pipette 20-200 pl

3120 000.054

Eppendorf, Hamburg

Prazisionswaage MS603S MS603S Mettler-Toledo GmbH, GielRen

QlAvac 96 19504 Qiagen GmbH, Hilden
Reagenzglasschittler Reax Top 541-10000-00 Heidolph, Schwabach,

Scotsman AF100 IceFlaker DA-253094 Scotsman IceSystems

Sequenzierer 3500xL Dx Genetic Analyzer Applied Biosystems, Foster City, USA
Stabpipette costar® STRIPETTE 50 ml 4490 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Stromquelle Electrophoresis Powersupply EPS1001 Amersham pharmacia biotech, Freiburg
Stromquelle Electrophoresis Powersupply EPS600 Amersham pharmacia biotech, Freiburg
Thermomixer 5437 5437B0020 Eppendorf, Hamburg

Transferpipette 8 0,5-10ul VWR, Darmstadt

Transferpipette 8 5-100pl VWR, Darmstadt

Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger

Vortex 444-1372 VWR, Darmstadt

Zellzahlgerat Sysmex XS800i Sysmex, Schweiz

Zentrifuge BIOFUGE fresco 75005521 Heraeus,Newport PagnellUK
Zentrifuge Centrifuge5424 5424000 Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Galaxy Mini 521-2812 VWR, Darmstadt

Zentrifuge Galaxy MiniStar 521-2844 VWR, Darmstadt

Zentrifuge Multifuge 4 KR 75004461 Heraeus,Newport PagnellUK
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien. Aufzahlung der verwendeten

Verbrauchsmaterialien in alphabetischer Reihenfolge.

‘ Material Nummer Hersteller

0,2 ml MicroAmp Reaction Tube with cap N8010540  Applied Biosystems, Foster City, USA
96 Well Plate Septa 4315933 Applied Biosystems, Foster City, USA
Alufolie extra breit/extra stark (Normale Haushaltsfolie) CATBUY

Auffangtubes, Microtubes 2,0 ml capless MCT200NL AXYGEN Inc., VWR, Darmstadt
Biosphere® Filter Tips 10 pl 701116210 Sarstedt, Numbrecht

Biosphere® Filter Tips 100 pl 70760212 Sarstedt, Nimbrecht

Biosphere® Filter Tips 1250 pl extra long 701186210 Sarstedt, Numbrecht

Biosphere® Filter Tips 20 pl 70760213 Sarstedt, Nimbrecht

Biosphere® Filter Tips 200 pl 70760211 Sarstedt, Nimbrecht

Combitips 12,5ml 22261401 Eppendorf, Hamburg

Cryo-Babies 1.28x0.50inch CRY-1000 Diversifie Biotech

Entsorgungsbeutel E706.1 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Falcon BlueMaxTM 50 ml 352070 Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien
gr.blaue Rolle (Papier)Kimwipes 7301 33x38cm 2lagig Kimberly Clark

Half Skirt 96 Well PCR Plate 83007-374 VWR, Darmstadt

Handschuhe,Unt. Nitril,pf,unst. Gr.S Ansell GMBH

Kimtech fusselfreie Labortiicher Kimtech Science

Kleenex God 7102 Lite 100 MARCO - MARTIN

Kraft-Alufolie Toppits

Kryo-Box (aus Karton, beschichtet) 136*136*50 ratiolab

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (blau) ratiolab

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (gelb) ratiolab

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (griin) ratiolab

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (rot) ratiolab

Kryo-Box, beschichtet 136x136x50 (weil}) ratiolab

Markierungspunkte 8 mm, leuchtorange HERMA, Vario

Markierungspunkte 8 mm, leuchtrot HERMA,Vario

MicroAmp 8-Cap Strip N8010535  Applied Biosystems, Foster City, USA
MicroAmp 8-Tube Strip (0,2 ml) N8018580  Applied Biosystems, Foster City, USA
MicroAmp Optical 96-Well N8010560  Applied Biosystems, Foster City, USA
Mikrotiterplatte 96-Well 83007-374 VWR, Darmstadt

Mikrotiterplatte U-Form 96-Well 391-1923 ANICRIN S.R.L., VWR, Darmstadt
Milleimer 30L (Sondermiillbehélter) INFA LENTJES

Orig. Videoprinterpapier K 65 HM/KP 65 H (Mitsubishi) DIAGRAMM-HALBACH GMBH
Prazisions Dispenser-Tips 0,5 ml 702684 BRAND GMBH&CO KG Wertheim
Prazisions Dispenser-Tips 2,5 ml 702388 BRAND GMBH&CO KG Wertheim
QlAquick 96 Plates (24) 436178989 Qiagen GmbH, Hilden

QlAshredder (250) 79656 Qiagen GmbH, Hilden

ratiolab® Rastereinsatze fir Kryo-Boxen, Raster 10 x 10 ratiolab

Reagiergefal 1,5 ml SafeSeal 72706400 Sarstedt, Nimbrecht

Reagiergefal 2,0 ml SafeSeal 72695400 Sarstedt, Nimbrecht

Roti®-Tape-Markierbander, Lange 12,7 m, Kern-@ 2,54
cm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Saran DOW 300mm x 300m

Dow Chemical

Vernichtungsbeutel

ratiolab
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2.1.3 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 7: Verwendete Reagenzien und Chemikalien. Aufzahlung der
verwendeten Reagenzien und Chemikalien in alphabetischer Reihenfolge.

‘ Reagenz

Nummer Hersteller

0,5 M EDTA pH 8,0 AM9260G Ambion, Austin, USA
1 M TRIS pH 8,0 AM9855G Ambion, Austin, USA
10x Blue Juice Loading Buffer 10816015 Invitrogen, Karlsruhe
10x Puffer mit EDTA 402824 Applied Biosystems, Foster City, USA
Agarose Standard 38103 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
ALL-Prep DNA/RNA Mini Kit (50) 80204 Qiagen GmbH, Hilden
AmpliTag Gold with Gene Amp Twelve Pag 4311820 Applied Biosystems, Foster City, USA
Aqua ad iniectabilia Braun 2351744 Braun, Melsungen
Aqua Delta Select 8771079 AlleMan Pharma GmbH, Rimbach
BigDye Terminator v.1.1, v.3.1 5x Sequencing
Buffer 4339843 Applied Biosystems, Foster City, USA
BigDye Terminator v.3.1 CycleSequencing Kit 4336919 Applied Biosystems, Foster City, USA
DEPC Water 750024 Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Dimethylsulfoxide (DMSO) D8418- 100ML Steinheim
DyeEx 96 Kit 63183 Qiagen GmbH, Hilden
DyeEx® 2.0 Spin Kit (250) 63206 Qiagen GmbH, Hilden
Essigsaure 100 % CAS 64-19-7 AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Ethanol absolute CAS 64-17-5 Steinheim
Ethidiumbromidlésung 1 %; 10mg/ml 2218.2 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
GeneScan""-600LIZ® Size Standard 4366589 Applied Biosystems, Foster City, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Glycerol CAS 56-81-5 Steinheim
Hi-Di" Formamide 4311320 Applied Biosystems, Foster City, USA
HotStarTaq DNA Polymerase 1000 203205 Qiagen GmbH, Hilden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
OrangeG CAS 1936-15-8 Steinheim
Pancoll P04-60500 PAN Biotech
POP-7TM Polymer 4393714 Applied Biosystems, Foster City, USA
QlAprep Spin Miniprep Kit (250) 27106 Qiagen GmbH, Hilden
QIAquick® PCR Purification Kit (250) 28106 Qiagen GmbH, Hilden
REPLI-g Mini Kit (100) 150025 Qiagen GmbH, Hilden
RNAse-free DNAse Set 79254 Qiagen GmbH, Hilden
RPMI-Medium Biochrom
Tracklt™ 1 kb DNA Ladder 10488-072 Invitrogen, Karlsruhe
Tracklt™ 100 bp DNA Ladder 10488-058 Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Trizma base, minimum 99,9% titration CAS 77-86-1 Steinheim
Type-it Microsatellite PCR Kit 206243 Qiagen GmbH, Hilden

Zelllinie HL-60 (Wildtypkontrolle)

DSMZ Nr. ACC 3 DSMZ GmbH, Braunschweig

Zelllinie Kasumi-1 (mutierte Zelllinie)

DSMZ Nr. ACC 220 DSMZ GmbH, Braunschweig

2.1.3.1 Zusammensetzung der verwendeten Lésungen:

- 1x TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)
- 50x TAE-Puffer (2 M Tris, 1 M Essigsaure, 50mM EDTA, pH 8.5)

19




- 3x Laufpuffer OrangeG (2 g/L OrangeG, 15 Vol% Glycerol)

2.1.3.2 Verwendete Primer
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Deutschland) hergestellt.

Tabelle 8: Verwendete Primer fiir ASXL1. Aufzahlung der verwendeten Primer
fur ASXL1. An das 5-Ende der Vorwartsprimer (,F“) wurden verschiedene
fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt, um die entstehenden Fragmente
unterscheiden und detektieren zu konnen. Bei ,GTTTCTT-Anhang am 5-Ende
des Ruckwartsprimers (,R) handelt es sich um einen Pigtail, wodurch am Ende
der Reaktion das Anhangen eines Adenins provoziert wird. Dadurch werden
Stotterpeaks bei der DNA-Fragmentlangenanalyse verringert.
Schmelztemp.=Schmelztemperatur, Tm=Maximaltemperatur

ASXL1-111F TCACACAGTCCCACCAGAAA 57,3 5-FAM

ASXL1-Ex12R2 GTTTCTTTACACTTTCCAGGGGTGCTC 65,0 Pigtail
ASXL1-Ex12F3 ACAGATGGGCTAGGAGATGC 59,4 5°-A T565
ASXL1-Ex12R3pt GTTTCTTATCATTCGATGGGATGGGTA 61,9 pigtail
ASXL1-Ex12F4 TGGAAGAAATGGATTCCAAAG 54,0 5°FAM
ASXL1-Ex12R4pt GTTTCTTCCTTGGCCTGTAACATTGCT 63,4 pigtail
ASXL1-Ex12F5-2  TTAAGGCAAATGCCGAGAAC 55,3 5-FAM
ASXL1-Ex12R5-2 GTTTCTTACACTGGAGCGAGATGCTTT 63,4 pigtail
ASXL1-Ex12F6 AGCAGTGGTGATGGTGGTG 58,8 5-FAM
ASXL1-Ex12R6-2pt GTTTCTTTCCCACTAGAGACGGAATGG 65,0 pigtail
ASXL1-Ex12F7 CTTGAAAACCAAGGCTCTCG 57,3 5-A T550
ASXL1-Ex12R7-2pt GTTTCTTTGGGTTTCTCATCCTTGTCC 63,4 pigtail
ASXL1-Ex12F8 CCTCGAGAACACCTCGTTTC 59,4 5-A T550
ASXL1-Ex12R8-1pt GTTTCTTAGTCCATGACAAAGGGCATC 63,4 pigtail
ASXL1-Ex12F9 GACAGCAGTGAGGCTGACAC 61,4 5-A T550
ASXL1-Ex12R9pt GTTTCTTAGCAACTGCATCACAAGTGG 63,4 pigtail
ASXL1-Ex12F10  TCCCAGATTCCCTACTGCTG 59,4 5'-A T565
ASXL1-Ex12R10pt GTTTCTTTCTTTCCTGGAGCAGCATTT 61,9 pigtail
ASXL1-Ex12F11-1 CAGTGCATCACTTTCCTTGC 57,3 5°FAM
ASXL1-Ex12R11 GTTTCTTGCAAGAGTGCTCCTGCCTAA 65,0 pigtail
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Tabelle 9: Verwendete Primer fiir SRSF2. Aufzahlung der verwendeten Primer
fur SRSF2. Schmelztemp.=Schmelztemperatur, Tm=Maximaltemperatur

Nukleotidsequenz (5'-3") Schmelztemp. Tm [°C] Modifikation
SRSF2_1F GAGCGATATAAACGGGCGCA 59,4 Keine
SRSF2_1R CATTATCTCGCCGCCAGACG 61,4 Keine
SRSF2_2F CTTCCGCCGTCTGCGACC 62,8 Keine
SRSF2_2R TCCGAGCAGCACTCCTAATGA 59,8 Keine

Tabelle 10: Verwendete Primer fiir RUNX1/AML1. Aufzahlung der verwendeten
Primer fur RUNX1. Schmelztemp.=Schmelztemperatur, Tm=Maximaltemperatur

Schmelztemp. Tm

RUNX1 Primer Nukleotidsequenz (5'-3") [°C] Modifikation
AML1_1F GTAAAACGACGGCCAGTTGAGGCTGAAACAGTGACCTG 73,8 Keine
AML1_1R TGCCTCAGTTTGAATTCCTCTC 58,4 Keine
AML1_2F AACCACGTGCATAAGGAACAG 57,9 Keine
AML1_2R GTAAAACGACGGCCAGTTGCACCTATGGTAAACGCTG 72,8 Keine
AML1_3F GTAAAACGACGGCCAGTGAGCTGCTTGCTGAAGATCC 73,9 Keine
AML1_3R CAAGCTAGGAAGACCGACCC 61,4 Keine
AML1_4F GTAAAACGACGGCCAGTCATTGCTATTCCTCTGCAACC 72,7 Keine
AML1_4R CCGAGTTTCTAGGGATTCCATC 60,3 Keine
AML1_5F GTAAAACGACGGCCAGTGTAACTTGTGCTGAAGGGCTG 73,8 Keine
AML1_5R CAAGGAATCTGAGACATGGTCC 60,3 Keine
AML1_6F CCCAAATTCAGCTGGCATATC 57,9 Keine
AML1_6R GTAAAACGACGGCCAGTGTTGGTCTGGGAAGGTGTGTG 74,9 Keine
AML1_T7F AAACCCTGGTACATAGGCCAC 59,8 Keine
AML1_7R GTAAAACGACGGCCAGTTTCTGCCACCTCCTTCATGC 72,8 Keine
AML1_8F GTAAAACGACGGCCAGTTCCGCTCCGTTCTCTTGC 74,2 Keine
AML1_8R GCTTGTCGCGAACAGGAG 58,2 Keine

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenkohorte, Untersuchungsmaterial und Ethikvotum

Mit Hilfe etablierter Untersuchungsmethoden wie der PCR, der GeneScan-
Fragmentanalyse und der Sequenzierung nach Sanger wurden in dieser Arbeit
retrospektiv 116 Patienten mit diagnostizierter MDS im Alter zwischen 32 und 84
Jahren auf das Vorhandensein von ASXL7-, SRSF2- und RUNX7-Mutationen
untersucht. Diese Patienten wurden alle in das 2007 gegrindete Ulmer MDS-
Register aufgenommen, in welchem genetisches Material in Form von
Knochenmark, peripherem Blut oder Wangenschleimhaut sowie klinische Daten
gesammelt werden. Das Knochenmark oder periphere Blut wurde entweder zum
Diagnosezeitpunkt (vor Therapiebeginn) oder zum frihestmdglichen Zeitpunkt

entnommen. Die Knochenmark- und Blutproben wurden in Form von
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mononuklearen Zellen eingefroren und zur Untersuchung weiterverarbeitet. Davon
wurden fur diese Studie 109 Knochenmarkproben sowie 7 peripherem Blut-Proben
(Gesamtkohorte, n=116) verwendet.

Die Studie hat das positive Votum der Ethikkomission der Landesarztekammer
Baden-Wurttemberg erhalten (Aktenzeichen: 135/07)

2.2.2 Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll

Zur Gewinnung von mononuklearen Zellen aus Blut- und Knochenmarkproben der
Patienten wurde eine Dichtegradientenzentrifugation mit Hilfe des synthetischen
Polymers Ficoll (Saccharose-Epichorhydrin-Copolymer) durchgefiihrt. Ficoll hat
eine grolRere Dichte als Lymphozyten und Monozyten, aber eine kleinere Dichte

als Erythrozyten und Granulozyten.

Bei Knochenmark-Proben werden diese zuerst 1:1 mit RPMI-Medium (Biochrom)
verdunnt und vorsichtig mit einer Pipette gemischt. Um eine Separation der
verschiedenen Bestandteile des Bluts oder Knochenmarks durchzufuhren, wird
Ficoll-L6sung (Pancoll, PAN Biotech; Katalognummer P04-60500) in ein 50 ml
Falcon gegeben und diese vorsichtig mit derselben Menge Blut oder
Knochenmark mit einer Pipette Uberschichtet (1:1 Verhaltnis). Daraufhin wird das
Falcon 30 Minuten lang bei 400 g mit einer Beschleunigung von 5 und einer
Bremse von 1 bei Raumtemperatur zentrifugiert, wodurch sich die unterschiedlich
dichten Zellen auftrennen. Anschliel3end wird mit einer sterilen Pasteurpipette die
Interphase, welche die mononuklearen Zellen beinhaltet, abgenommen und in ein
neues 50 ml Falcon pipettiert. In 2 Waschschritten mit 1xPBS (Gibco Life) und
Zentrifugieren bei 1200 U/min fir je 7 Minuten bei einer Beschleunigung von 9,
einer Bremse von 5 und Raumtemperatur wird die Zellsuspension von anderen
Bestandteilen befreit. Das entstandene Zell-Pellet wird daraufhin mit einem
aquivalenten Volumen an RPMI-Medium (Biochrom) resuspendiert und das exakte
Volumen bestimmt, welches zur Berechnung der Gesamtzellzahl bendtigt wird.
Die Leukozytenzellzahlung erfolgt mit einem Zellzahlgerat (Sysmex XS800i).
Hierzu werden 50 ul des resuspendierten Zell-Pellets zu 200 ul 1xPBS gegeben,
gut gemischt und hiermit die Zellzahlung durchgefuhrt. Zur Errechnung der
Zellzahl der Probe wird die Zellzahl vom Gerat x 5 (Verdinnungsfaktor)

multipliziert.
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2.2.3 DNA/ RNA-Extraktion

Zur Gewinnung der DNA aus dem peripheren Blut oder dem Knochenmark
wurden die mononuklearen Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll
angereichert und anschlieend pelletiert. Aus dem Zell-Pellet wurde darauffolgend
mit Hilfe des Qiagen AllPrep Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland; Katalog-
Nummer 80204) die DNA und RNA extrahiert. Es wurden die im Kit mitgelieferten
Losungen verwendet und entsprechend der Anleitung des Herstellers das
Protokoll durchgefuhrt.

Dafur werden zuerst zu dem auf -70°C gefrorenen Zell-Pellet 600 ul oder 350 ul
RLTplus-Puffer (abhangig von der PelletgréRe: = 0,5x10” — 1x10” Zellen =600 pl
RLTplus-Puffer, < 0,5x10” Zellen =350 ul RLTplus-Puffer) gegeben, welcher die
Zellen lysiert und RNasen und DNasen denaturiert. Durch Auf- und Abpipettieren
sowie Schutteln mit einem Vortex-Schuttler wird die Mischung homogenisiert und
nun auf den QIAShredder (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland; Katalog-Nummer
79656) gegeben. Beim anschlieBenden 3-minltigen Zentrifugieren bei 13000
U/min werden die Zellbestandteile auf der QIAShredder-Membran zurlickgehalten,
wahrend die I6sliche DNA und RNA den QIAShredder passieren und in einem 2
ml Roéhrchen aufgefangen werden (Microtubes, Axygen GmbH, Darmstadt,
Deutschland). Das erhaltene Lysat wird nun zuerst auf eine DNA-
Aufreinigungssaule gegeben und bei 13000 U/min 1 Minute lang zentrifugiert. Nun
befindet sich die genomische DNA auf der Saule, wahrend sich die totale RNA im
Durchlauf (Lysat) befindet.

Das die totale RNA enthaltende Lysat (600 ul beziehungsweise 350 ul) wird
anschlieRend mit 600 ul (350 ul bei kleinerer Zellzahl) 70%igem Ethanol gemischt,
auf eine RNAeasy-Saule (Qiagen) gegeben und bei 13000 U/min 1 Minute
zentrifugiert. Durch die Zugabe des 70%igen Ethanols bindet die totale RNA an
die RNAeasy-Saule, wahrend restliche Zellbestandteile und Proteine durch
verschiedene Waschschritte entfernt werden. Dazu wird zuerst mit 350 ul RW1-
Puffer gewaschen, 1 Minute bei 13000 U/min zentrifugiert und der Durchlauf
verworfen. Danach wird 80 ul RNAse-freie DNase-Losung (RNAase-free DNAase
Set, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland; Katalog-Nummer 79254) auf die
RNAeasy-Saule gegeben und 15 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert, um

noch vorhandene Reste von genomischer DNA zu zerstoren.
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Nach der Inkubationszeit wird die RNAeasy-Saule mit 350 ul RW1-Puffer
gewaschen, 1 Minute bei 13000 U/min zentrifugiert und der Durchlauf wiederum
verworfen. Anschlieend wird zweimal mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen und zum
Schluss noch einmal trocken zentrifugiert um restliches Ethanol zu entfernen.
Zuletzt wird die totale RNA mit 30 ul RNAse-freiem Wasser durch einminutiges
Zentrifugieren bei 13000 U/min von der Saule geldst und in ein 2.0 ml Eppendorf-
Rohrchen Uberfuhrt.

Fur die genomische DNA-Extraktion werden nacheinander 2 Waschpuffer, AW1
und AW2, auf die DNA-Aufreinigungssaule pipettiert, jeweils bei 13000 U/min
zentrifugiert (far AW1-Puffer 1 Minute; fur AW2-Puffer 2 Minuten) und der
Durchlauf verworfen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (1 Minute bei
13000 U/min) zur Entfernung der restichen Ethanolreste, wird die genomische
DNA mit 100 wl TE-Puffer (pH 7,0) von der Saule geldst und in ein 1.5 ml
Eppendorf-Réhrchen Gberfuhrt.

Um zu Uberprifen, ob die DNA/RNA-Extraktion funktioniert hat, werden jeweils 2
ul DNA beziehungsweise 2 ul RNA zusammen mit 2 ul BlueJuice™ Ladepuffer
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland; Katalog-Nr. 10816-015; enthalt Farbstoff und
Glycerol) und 8 ul RNAse-freiem Wasser auf ein 1%iges Agarosegel (1,59
Agarose+ 150ml 1x TAE-Puffer) geladen. Zur GréoRenbestimmung wird auflerdem
ein 1 kb DNA Langenstandard (Tracklt 1Tkb DNA Ladder, Invitrogen, Katalog-Nr.
10488-072) aufgetragen. AnschlieRend wird die genomische DNA bzw. RNA im
Gel fur circa 40 Minuten bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Da die
Nukleinsauren wegen ihrer Phosphatgruppen negativ geladen sind, wandern sie
durch das Gel von Kathode (Minuspol) zu Anode (Pluspol) und trennen sich dabei
der GroRe nach auf; je kirzer ein Fragment, desto weiter wandert es durch das
Agarosegel.

Um die DNA- und RNA-Fragmente auf dem Gel sichtbar zu machen wird das Gel
anschlieBend 30 Minuten lang in einer 1%igen Ethidiumbromid-Losung gefarbt
und unter UV-Licht betrachtet.

In Abbildung 4 ist ein Foto eines mit UV-Licht bestrahlten Gels zu sehen: Die
genomische DNA (15-30 kbp) stellt sich als eine Bande dar, wahrend die RNA
sich als zwei Banden darstellt. Das hat den Grund, dass 80-85% der RNA in einer

eukaryotischen Zelle ribosomale RNA ist und diese aus einer kleinen (18S) und
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einer grof3en (28S) Untereinheit besteht. Die obere Bande ist also die 28S-UE und
die untere die 18S-UE. Die mRNA ist meist nicht erkennbar, weil sie zwischen ein
paar Hundert Basen und mehreren Kilobasen lang sein kann und nur 1-5% der

Gesamt-RNA einer Zelle ausmacht.

= °
© ©
© ©
C C
S o
»  Zunehmende Menge Zunehmende @
<Z’: aufgereinigter genomischer Menge . %
o DNA aufgereinigter (@)
k. RNA 2

Abbildung 4: Beispiel eines Agarosegels nach erfolgreicher DNA/RNA-
Aufreinigung.

Position 1, 14: Tracklt™ 1 kb DNA Ladder (Invitrogen).

Position 2-7: genomische DNA isoliert aus MNCs (2,3: 0.1x10" MNC; 4,5: 0.5x10’
MNC; 6,7: 1x10” MNC)

Position 8-13: ribosomale RNA isoliert aus denselben MNC-Pellets wie oben
genannt). MNC= mononuclear cells. Kb= Kilobasen.

Zum Schluss wird spektrophotometrisch die Konzentration der DNA und der RNA
mit Hilfe eines NanoDrop1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
gemessen. Dies geschieht Uber die Messung der optischen Dichte bei A=260 nm
(OD260), was dem Absorptionsmaximum der DNA und der RNA entspricht.

Zusatzlich kann man durch das Absorptionsverhaltnis von 260 nm/230 nm und
260 nm/280 nm die Qualitat der Probe Uberprufen. Liegt das Absorptionsverhaltnis
von 260 nm/230 nm uber 1,8 kann man von einer Verunreinigung der Probe mit

organischen Chemikalien oder Losungsmitteln ausgehen- und liegt das

25



Absorptionsverhaltnis von 260 nm/280 nm unter 1,8 ist die Probe mit Protein

kontaminiert.

2.2.4 Vervielfaltigung der genomischen DNA (REPLI-g)

Um sehr niedrig konzentrierte genomische DNA oder nur noch wenig vorhandene
restliche genomische DNA zu amplifizieren, wurde diese mit Hilfe des REPLI-g
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland; Katalog-Nr. 150025) vervielfaltigt.
Dazu wurden die im Kit mitgelieferten Losungen verwendet und entsprechend der
Anleitung des Herstellers die Vervielfaltigung der genomischen DNA durchgefuhrt.

Zu 2,5 ul Template-DNA wird zuerst 2,5 ul Denaturierungspuffer D1, bestehend
aus rekonstituiertem DLB-Puffer und nukleasefreiem Wasser, gegeben und dann
mit einem Vortex Schuttler geschuttelt und kurz zentrifugiert. Der
Denaturierungspuffer lysiert das vorhandene Material und denaturiert die DNA.
Um die Denaturierung nach 3 Minuten wieder zu beenden wird 5 ul
Neutralisierungspuffer N1, bestehend aus Stop Losung und nukleasefreiem
Wasser, hinzugefugt. Die Mischung wird mit einem Vortex Schuttler geschuttelt
und kurz zentrifugiert. Um danach die Vervielfaltigung zu beginnen wird im
nachsten Schritt ein Mastermix aus DNA-Polymerase, Puffer und nukleasefreiem
Wasser (pro Probe: 10 ul nukleasefreies Wasser, 29 ul REPLI-g Mini Reaction
Puffer, 1 ul REPLI-g Mini DNA Polymerase) zur Mischung hinzugegeben und
diese auf einem Heizblock 10-16 h bei 30 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit
inaktiviert man die DNA-Polymerase durch 3-minutiges Erhitzen der Probe auf 65
°C.

Zum Schluss wird kontrolliert ob die Amplifikation funktioniert hat und in welcher
Konzentration die amplifizierte DNA vorliegt. Dazu wird die Konzentration
spektrophotometrisch mit dem NanoDrop1000 gemessen (s. 2.2.1 DNA/RNA-
Extraktion).

2.2.5 Methodik zur Analyse von ASXL1

2.2.5.1 ASXL1-Mutationsscreening mittels DNA-Fragmentlangenanalyse
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Multiplex-PCR

Um das fir Mutationen im ASXL1-Gen (Entrez Gene ID: 171023) bevorzugte Exon
12 auf frameshift-Mutationen (Insertion oder Deletion) zu untersuchen, wurde eine
Screening-Methode zur Detektion dieser Mutationen etabliert (Herzig, 2011).
Diese Methode besteht aus einer Multiplex-Polymerasekettenreaktion (PCR=
Polymerase Chain Reaction) und einer darauf folgenden DNA-Fragmentanalyse.
Eine PCR beruht auf einem zyklischen Vorgang, bei welchem zuerst genomische
DNA-Strange durch Denaturierung bei 95 °C voneinander getrennt werden,
danach bei 60 °C zwei spezifische Primer an die genomische DNA binden
(Annealing) um einen bestimmten Ausschnitt der DNA zu vervielfaltigen, und
damit dieser Ausschnitt bei 72 °C durch eine hitzeresistente DNA-Polymerase mit
Hilfe von Desoxynukleosid-Triphosphaten (=dNTPs) verlangert wird (Elongation).
Diese Schritte werden in insgesamt 35 Zyklen wiederholt. Dadurch findet eine
exponentielle Vervielfaltigung des spezifischen DNA-Abschnitts statt.

Die Multiplex-PCR unterscheidet sich dadurch von einer normalen PCR, dass
nicht nur ein bestimmter Abschnitt vervielfaltigt wird, sondern parallel mehrere
Abschnitte mit Hilfe von mehreren Primern in einem einzigen PCR-Ansatz

vervielfaltigt werden.

Um das gesamte Exon 12 von ASXL1 abzudecken wurden 10 Genabschnitte
mittels 20 verschiedener, sich Uberlappende Primer amplifiziert, welche zur
Detektion im Kapillarsequenzierer 3500xL Dx Genetic Analyzer noch zusatzlich
mit unterschiedlichen Farbstoffen fluoreszenzmarkiert wurden.

Es wurden 2 verschiedene Mastermixe, bestehend aus je 5
fluoreszenzmarkierten, verschiedenen Primerpaaren in Vorwarts- und
Ruckwartsrichtung und dem Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland; Katalog-Nr. 206243) hergestellt und zu diesen genomische DNA mit
einer Konzentration von 12,5 ng/ul als Template hinzugegeben. Zusatzlich wurden
bei jeder Patientenanalyse je ein Ansatz mit der Zelllinie Kasumi1 (ASXL1-mutiert)
als Positivkontrolle, ein Ansatz mit der Zelllinie HL60 (ASXL7-Wildtyp) als
Negativkontrolle und ein Ansatz ohne DNA (NTC=no template control) zur
Kontrolle der Sterilitat der Reagenzien hergestellt.

Die PCR-Mischung ist aufgrund der fluoreszenzmarkierten Primer lichtsensibel
und sollte in Alufolie verpackt werden.
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Tabelle 11: Multiplex-PCR (polymerase chain reaction)-Ansatz ASXL1

Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 9,5
2x Mastermix 12,5
Primermix 1/ Primermix 2 1,0
DNA [12,5 ng/pl] 2,0

Total 25,0

Tabelle 12: Temperaturprofil der Multiplex-PCR (polymerase chain reaction)-
ASXL1

Initiale Denaturierung 95°C - 5 min
Denaturierung 95°C - 30 sec
Annealing 60°C - 30 sec 10 Zyklen
Elongation 72°C - 30 sec
Denaturierung 95°C - 30 sec
Annealing 60°C - 1'30 sec 25 Zyklen
Elongation 72°C - 30 sec
Finale Elongation 60°C - 60 min

Tabelle 13: Zusammensetzung Primermix 1 fur ASXL1

Oligonukleotid Nukleotidsequenz (5'-3") Volumen Konzentration
[100 pmol/ul] [pmol/ul]
ASXL1-111F TCACACAGTCCCACCAGAAA 3 ul 15
ASXL1-Ex12R2 GTTTCTTTACACTTTCCAGGGGTGCTC 3 ul 15
ASXL1-Ex12F3 ACAGATGGGCTAGGAGATGC 1ul 5
ASXL1-Ex12R3pt GTTTCTTATCATTCGATGGGATGGGTA 1ul 5
ASXL1-Ex12F4 TGGAAGAAATGGATTCCAAAG 1l 5
ASXL1-Ex12R4pt GTTTCTTCCTTGGCCTGTAACATTGCT 1l 5
ASXL1-Ex12F5-2 TTAAGGCAAATGCCGAGAAC 1l 5
ASXL1-Ex12R5-2 GTTTCTTACACTGGAGCGAGATGCTTT 1l 5
ASXL1-Ex12F9 GACAGCAGTGAGGCTGACAC 1ul 5
ASXL1-Ex12R9pt GTTTCTTAGCAACTGCATCACAAGTGG 1l 5
Aqua ad iniectabilia ad 20 pl

Tabelle 14: Zusammensetzung Primermix 2 fur ASXL1

Oligonukleotid Nukleotidsequenz (5'-3") Volumen Konzentration
[100 pmol/ul] [pmol/pl]
ASXL1-Ex12F6 AGCAGTGGTGATGGTGGTG 1ul 5
ASXL1-Ex12R6-2pt GTTTCTTTCCCACTAGAGACGGAATGG 1l 5
ASXL1-Ex12F7 CTTGAAAACCAAGGCTCTCG 1l 5
ASXL1-Ex12R7-2pt GTTTCTTTGGGTTTCTCATCCTTGTCC 1l 5
ASXL1-Ex12F8 CCTCGAGAACACCTCGTTTC 1l 5
ASXL1-Ex12R8-1pt GTTTCTTAGTCCATGACAAAGGGCATC 1l 5
ASXL1-Ex12F10 TCCCAGATTCCCTACTGCTG 1l 5
ASXL1-Ex12R10pt GTTTCTTTCTTTCCTGGAGCAGCATTT 1l 5
ASXL1-Ex12F11-1 CAGTGCATCACTTTCCTTGC 0,5 pl 25
ASXL1-Ex12R11 GTTTCTTGCAAGAGTGCTCCTGCCTAA 0,5 pl 25
Aqua ad iniectabilia ad 20 pl
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Zur Uberpriifung, ob einerseits die MP-PCR gelungen ist und andererseits der
Ansatz ohne Template-DNA (NTC) steril war, werden je 5 ul PCR-Produkt
zusammen mit 5 ul OrangeG Ladungspuffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland; Katalog-Nr. CAS 1936-158) in die Geltaschen eines
3%igen Agarosegels (4,5 g Agarose + 150 ml 1xTAE-Puffer) pipettiert. Zusatzlich
werden die PCR-Produkte beidseits mit einem 100 bp DNA-Langenstandard
(Tracklt, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland; Katalog-Nr. 10488-058) flankiert. In
der Gelelektrophorese wandern die unterschiedlich groRen DNA-Fragmente bei
140 V fur etwa 1:15 h unterschiedlich weit durch das Gel.

Nach erfolgter Gelelektrophorese wird das Gel 30 Minuten in einer 1%igen
Ethidiumbromidlésung gefarbt. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und macht
diese im UV-Licht sichtbar. Durch die verschiedenen Langen der amplifizierten
DNA-Fragmente sind diese gut unter UV-Licht als verschiedene Banden auf dem

Gel zu erkennen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

m
|

L0

Abbildung 5: Beispiel eines Agarosegels nach erfolgter Multiplex-PCR. An
Position 2-7 und 9 sind die 5 verschiedenen Banden der Fragmente des
Primermix 1 zu sehen, an Position 11-17 die Banden der Fragmente des
Primermix 2. Position 8 + 18: NTC (no template control), Position 1, 10, 19:
TrackIt™ 100bp DNA Ladder (Invitrogen). bp= Basenpaare

Fragmentanalyse

Nach erfolgter MP-PCR werden je 2 ul der beiden Primermix-Anséatze
zusammengefuhrt und mit 48 ul Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Katalog-
Nr. 2351744) verdunnt.
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Tabelle 15: Verdiinnung der PCR (polymerase chain reaction)-Produkte fir
den GeneScan von ASXL1

Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 96,0
PCR-Produkt 1+2 20+20

Total 100,0

Zu diesem verdunnten, zusammengefuhrtem Produkt werden auf einer 96-Well-
Plate die fiir die Fragmentanalyse benétigten Reagenzien- 0,4 ul GeneScan™-
600LIZSizeStandard (Applied Biosystems, Foster City, USA, Katalog-Nr. 4366589)
und 15 ul HiDi™Formamide (Applied Biosystems, Foster City, USA, Katalog-Nr.
4311320)- hinzugegeben. LIZ600 ist ein fluoreszenzmarkierter Langenstandard,
der sich bei der Fragmentanalyse als orange-farbene Peaks darstellt und so die
Langen der Fragment-Peaks erkennen lasst. Um die DNA-Strange voneinander zu
trennen, werden die Proben auf der Platte 2 Minuten auf einem 92 °C heil3en
Heizblock denaturiert und danach auf Eis gestellt, damit die DNA-Strange sich

nicht wieder vereinigen.

Tabelle 16: Zusammensetzung fiir den GeneScan von ASXL1

Reagenz Volumen [pl]

HiDi-Formamid 15,0

L1Z600 0,4

Verdinntes, kombiniertes PCR-

Produkt 0,7
Total 16,1

Um nun die verschiedenen Langen der Fragmente zu messen, wird die oben
beschriebene Mischung (16,1 ul) in einer 96-Well-Plate auf den 3500xL Dx
Genetic Analyzer geladen, welcher eine Kapillarelektrophorese durchfuhrt. Die
Proben werden elektrokinetisch injiziert und direkt in der Kapillare analysiert. Die
DNA-Fragmente trennen sich in der Kapillare der Lange nach auf und passieren
dabei ein Detektionsfenster. Da die DNA-Fragmente mit verschiedenen
fluoreszierenden Farbstoffen markiert sind, kdnnen diese durch einen Festkorper-
Dioden-Laser angeregt werden und emittieren dadurch Licht in unterschiedlichen
Wellenlangen. Dieses Licht wird wiederum von einer CCD-Kamera aufgenommen
und als elektrisches Signal gespeichert, welches dann von der Analyse-Software
zu farbigen Elektopherogrammen umgerechnet wird.

So entsteht eine Abbildung wie die unten gezeigte: Die orange-farbenen Peaks
stellen die verschiedenen Langenstandards des LIZ600 und die roten, blauen und
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schwarzen Peaks die verschiedenen amplifizierten DNA-Fragmente dar. Da 10
Primerpaare verwendet wurden, sollten auch 10 Peaks (=Fragmente) erscheinen
(s. Abbildung 6). Liegt nun aber eine Mutation vor, wie hier im Beispiel eine
heterozygote Mutation des letzten Fragments, sind anstelle eines Peaks zwei
Peaks zu sehen, da ein Allel dieses Fragments durch eine Deletions- oder

Insertionsmutation eine andere Lange hat (s. Abbildung 7).

Sample Name Panel Sq 0OS SQ

None n =
200 280 360 440 520 600
. :
10000 +
1 1 2 4
8000 { 6 7 10
6000 + 3
4000 5
2000
AR I .
Dye/Sample Pea ample File Name Area Data Point
1 B B,17 HL60_EO1.fsa 101627 6547
2 B B9 HL60 EO1.fsa 104715 8036
3 B B2 HL60_EO1.fsa 64839 10036
4 B B2 HL60_EO1.fsa 130216 11839
5 B B2s HL60_EO1.fsa 62669 14346
6 Y6 HL60_EO1.fsa 102461 8233
7 Y,8 HL60_EO1.fsa 108331 10826
8 Y,10 HL60_EO1.fsa 157929 11594
9 B Rs HL60_EO1.fsa 77634 12564
10 M R10 HL60_EO01.fsa 111407 13854
11 0,11 * HL60_EO1.fsa 59128 5929
12 0,23 * HL60_EO01.fsa 47827 9817
13 036 * HL60 EO1.fsa 38204 14708

Abbildung 6: Elektopherogramm ASXL1 Wildtyp (Zelllinie HL60): Peak 1-10
(blau, schwarz, rot) reprasentiert die 10 unterschiedlich langen,
fluoreszenzmarkierten Fragmente, die in der Multiplex-PCR entstanden sind. Peak
11-13 (orange) reprasentiert die markierten Langenstandards des LIZ600. Rot
umrandet sind die Grossen der verschiedenen Fragmente.
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Sample Name Panel SQl 0S8 - SQ -
i None ] n
200 280 360 440 520 600
9100 ' 9 '
. 1 2
800 7 4
6500 8 1
5200 3 10
3900
2600 56
1300
ot i A 0t b ] ,LL_ I
‘ Dye/Sample Pea ample File Name Area Data Point
1 B B9 Kasumi_F01.fsa 92420 6538
2 B B2t Kasumi_F01.fsa 91896 8022
3 W B23 Kasumi_F01.fsa 53377 10015
4 B B2 Kasumi_F01.fsa 104466 11814
5 B B2 Kasumi_F01.fsa 22274 14315
6 B B27 Kasumi_F01.fsa 17399 14336
7 Y6 Kasumi_F01.fsa 91532 8219
8 Y,8 Kasumi_F01.fsa 89384 10803
9 Y,9 Kasumi_F01.fsa 131977 11569
10 M Rs Kasumi_F01.fsa 61914 12536
11 M Rg9 Kasumi_F01.fsa 84666 13822
12 0,11 * Kasumi_F01.fsa 54053 5923
13 0,23 * Kasumi_F01.fsa 43125 9796
14 0,36 * Kasumi_F01.fsa 33774 14674

Abbildung 7: Elektopherogramm ASXL1 Mutation (Zelllinie Kasumi): Peak 1-
11 reprasentiert die 11 unterschiedlich langen, fluoreszenzmarkierten Fragmente,
die in der Multiplex-PCR entstanden sind. Peak 12-14 reprasentiert die markierten
Langenstandards des LIZ600. Peak 5 und 6 zeigt eine Mutation auf einem der
beiden Allele (heterozygot), weswegen das eine Fragment etwas langer als das
andere ist. Rot umrandet sind die Grossen der verschiedenen Fragmente.

Die mutierten Proben wurden danach mittels PCR des betroffenen Fragments und

anschliellender Sequenzierung nach Sanger weiter untersucht.

2.2.5.2 Charakterisierung und Validierung der ASXL7-Mutationen mittels
direkter Sequenzierung

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Um zu bestatigen, dass sich in der durch die DNA-Fragmentanalyse als positiv

identifizierten Probe tatsachlich eine Mutation befindet und um diese exakt zu

definieren, wird das auffallige DNA-Fragment mit unmarkierten Primern durch

PCR vervielfaltigt. Hierzu wurde die AmpliTaq Gold DNA Polymerase [5 U/ul] mit
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Gold Buffer und MgCI? (Applied Biosystems, Foster City, USA, Katalog-Nr.
4311820) verwendet.

Tabelle 17: PCR (polymerase chain reaction)-Ansatz fiir ASXL1

Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 16,00
Puffer 2,50
MgCI2 1,50
dNTPs [25 mM each] 0,25
Vorwartsprimer [10 pmol/l] 0,50
Ruckwartsprimer [10 pmol/pl] 0,50
DNA (100 ng/ul) 1,00
AmpliTag-Polymerase 0,50

Total 22,75

Tabelle 18: Temperaturprofil der PCR (polymerase chain reaction) fur ASXL1

Initiale Denaturierung 95°C - 5 min
Denaturierung 95°C - 30 sec
Annealing 56°C - 30 sec 40 Zyklen
Elongation 72°C - 1 min
Finale Elongation 72°C - 2 min

Nach erfolgter PCR wird mit Hilfe einer Gelelektrophorese uberpruft, ob eine
erfolgreiche Amplifikation stattgefunden hat. Hierzu wird ein 2%iges Agarosegel (3
g Agarose + 150 ml 1x TAE-Puffer) vorbereitet, dieses dann mit einer Mischung
aus 5 ul OrangeG Ladungspuffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland; Katalog-Nr. CAS 1936-158) + 5 ul PCR-Produkt beladen und an den
Seiten mit einem 100 bp DNA-Langenstandard (Tracklt, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland; Katalog-Nr. 10488-058) flankiert. Bei 40 Minuten mit 140 V trennen
sich die unterschiedlich langen DNA-Fragmente im Gel auf. AnschlieRend wird
das Gel 30 Minuten in 1%er Ethidiumbromidlésung gefarbt. Daraufhin kann das
Gel unter einer UV-Lampe betrachtet werden. Es sollten 1 Bande bei den

amplifizierten Proben zu sehen sein und keine bei der NTC-Probe.
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Abbildung 8: Beispiel eines Agarosegels nach erfolgter PCR (polymerase
chain reaction) von Exon 12 des ASXL171-Gens.

Position 1,8: TrackIt™ 100bp DNA Ladder (Invitrogen), Position 2,3,4,6,7: DNA-
Fragmente des mutierten ASXL7-Abschnitts, Position 5: no template control
(=NTC) (PCR der Mutierten vom 17.05.13). bp= Basenpaare

Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die restliche DNA-Polymerase, Puffer und Primer sowie nicht verwendete
dNTPs aus der Probe zu entfernen und ein reines PCR-Produkt zu erhalten, wird
die Probe mit Hilfe des PCR Purification Kit (QlAquick PCR Purification Kit,
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland; Katalog-Nr.28106) aufgereinigt.

Es werden 200 ul PB-Puffer zur Probe (22,75 ul) gegeben, das Ganze vorsichtig
gemischt und anschlielend die gesamte Flussigkeit auf eine Silikamembran-Saule
gegeben, unter welcher ein 1.5 ml Eppendorf-Rohrchen steht. Da diese Saule aus
einer Silikamembran besteht, welche die PCR-Produkte in Anwesenheit hoher
Salzkonzentrationen adsobiert, durchlaufen die Verunreinigungen die Membran
und enden im zu verwerfenden Durchlauf. Nun wird 1 Minute bei 13000 U/min
zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen und es werden 700 ul PE-Puffer auf die
Saule gegeben. Wieder wird 1 Minute bei 13000 U/min zentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Daraufhin wird 1 Minute bei 13000 U/min trocken
zentrifugiert. Zum Schluss werden 30 wl Elutionspuffer auf die Saule gegeben,
damit sich das PCR-Produkt von der Saule [0st- dies wird 1 Minute bei
Raumtemperatur inkubiert und danach 1 Minute bei 13000 U/min zentrifugiert.
Nun befindet sich das PCR-Produkt im Eluat und wird als letzten Schritt in ein 1.5
ml Eppendorf-Rohrchen uberfuhrt.

34



Zur Aufreinigung von Proben auf einer 96-Well-Plate wurde das QlAquick 96 PCR
Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden; Katalognummer 28183) benutzt. Zu den
Proben wird zuerst 200 ul PM-Puffer mit Hilfe einer 8er-Transfer-Pipette pipettiert.
Die gesamte Mischung wird auf eine 96-Well-Filter-Platte transferiert, welche sich
auf einer Vakuumpumpe befindet (Laboport, KNF Neuberger). Die Vakuumpumpe
wird eingeschaltet und Verunreinigungen und Puffer durchlaufen den Filter,
wahrend die PCR-Produkte im Filter verbleiben. Nach Ausschalten des Vakuums
wird zum Waschen 700 ul PE-Puffer mit Hilfe einer Handystep-Pipette auf den
Filter pipettiert. AnschlieRend wird die Vakuumpumpe 10 Minuten lang
eingeschaltet und etwaige, noch vorhandene Verunreinigungen gelangen ins
Lysat. Um den restlichen Puffer von den Filterspitzen zu entfernen, wird die
Filterplatte danach auf einem Papierhandtuch mehrfach ausgeklopft. Daraufhin
wird jeweils 40 ul EB-Puffer mit Hilfe des Handy-Steps auf die Filter pipettiert und
die Filterplatte auf eine 96-Well-Platte gestellt. Bei 6-minutigem Zentrifugieren mit
3800 U/min 16st sich das PCR-Produkt vom Filter und befindet sich danach im
Eluat.

CSR (Cycle Sequencing Reaction)

In der Cycle Sequencing Reaction wird das PCR-Produkt als Template fur eine
Sequenzierungsreaktion nach Sanger (Sanger et al. 1977) verwendet.

Die CSR wurde mit dem BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequenzing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA; Katalog-Nr. 4336919) durchgefihrt. Das CSR-Kit
beinhaltet DNA-Polymerase, 5x Sequenzing Puffer, Desoxyribonucleotide (ANTPs)
und Didesoxyribonucleotide (ddNTPs).

Die Methode beruht darauf, dass den ddNTPs die 3’-OH-Gruppe fehlt, welche fir
die Elongation bendtigt ist, da die DNA-Polymerase hieran die Phosphatgruppe
der nachsten Base knupft. Wird daher ein ddNTP anstatt eines dNTPs eingebaut,
kommt es zu einem Kettenabbruch. Zusatzlich sind die einzelnen ddNTPs mit
verschiedenen Farbstoffen markiert, womit man die verschiedenen Basen (ATP,
TTP, GTP, CTP) unterscheiden kann.

Bei der CSR findet eine PCR statt, aber es entstehen verschieden lange
Fragmente, da zu unterschiedlichen Punkten ddNTPs eingebaut werden und es

somit zu einem Kettenabbruch kommit.
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Fir die CSR benétigt man zusatzlich zum BigDye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit das aufgereinigte PCR-Produkt und, um nur lineare CSR-Produkte
zu erhalten, den Forward-Primer. Die CSR wird auf Eis pipettiert und wegen der
fluorszenzmarkierten ddNTPs auch direkt nach dem Pipettieren in Alufolie

verpackt.

Tabelle 19: CSR (cycle sequencing reaction)-Ansatz fiir ASXL17; auf Eis

pipettiert
Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 10,0
BigDye Terminator v3.1 2,0
5x Sequenzing Buffer 1,0
Vorwartsprimer [10 pmol/yl] 1,0
PCR-Produkt 1,0
Total 15,0

Tabelle 20: Temperaturprofil der CSR (cycle sequencing reaction) fiir ASXL1

Initiale Denaturierung 96°C - 2 min
Denaturierung 95°C - 15 sec
Annealing 55°C - 1 min 40 Zyklen
Elongation 60°C - 3 min
4°C - 10 min

Aufreinigung der CSR-Produkte

Um DNA-Polymerase, Puffer, Primer sowie nicht verwendete dNTPs und
insbesondere die fluoreszenzmarkierten, nicht verwendeten ddNTPs aus der
Probe zu entfernen, wird die Probe mit Hilfe des DyeEx 2.0 Spin Kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA; Katalog-Nr. 63206) aufgereinigt.

Das Verfahren, welches in diesem Kit verwendet wird, entspricht einer
Gelfiltrationschromatographie.

Die dazu verwendeten Gelsaulen werden zuerst kurz auf einem Vortex Schuttler
geschiittelt, danach wird der Deckel 2 Drehung geoffnet, die Fllgel unterhalb der
Saule abgebrochen und die Saule auf ein 1.5 ml Eppendorf-Rohrchen gesetzt.
Nun wird die Saule 3 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert.

Jetzt werden 15 ul des CSR-Produkts auf die Saule gegeben und wieder 3
Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Hierbei kommt es zu einer Auftrennung der
Molekule nach ihrem Molekulargewicht. Die Verunreinigungen diffundieren in die
Poren des Gelfiltrationsmaterials und werden dadurch zurickgehalten, wahrend
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die DNA-Fragmente durch das Gel hindurchwandern und im Eluat aufgefangen
werden.

15 ul gereinigtes CSR-Produkt wird nun zusammen mit 5 ul HiDi™Formamide
(Applied Biosystems, Foster City, USA, Katalog-Nr. 4311320) -bendétigt, um
Proben vor elektrokinetischen Injektion zu resuspensieren- auf eine 96-Well-Plate
pipettiert und zentrifugiert. Das CSR-Produkt kann daraufhin zur Sequenzierung

im 3500xL Dx Genetic Analyzer verwendet werden.

CSR-Produkte auf einer 96-Well-Platte wurden mit Hilfe des DyeEx 96 Kits
(Qiagen GmbH, Hilden, Katalognummer 63183) aufgereinigt. Hierfur wird eine im
Kdhlraum aufbewahrte Gelplatte auf eine Auffangplatte gesetzt und 6 Minuten bei
2350 U/min, einer Bremseinstellung von 7 und einer Beschleunigung von 4
zentrifugiert. Wahrenddessen werden je 5 ul HiDi™Formamide in eine neue 96-
Well-Platte pipettiert. Nach dem Zentrifugieren wird das CSR-Produkt mit einer
8er-Transfer-Pipette auf die Gelsaulen pipettiert und die 96-Well-Platte mit dem
HiDi"™Formamide unter die Gelplatte gestellt. Wieder wird 6 Minuten bei
2350U/min, einer Bremseinstellung von 7 und einer Beschleunigung von 4
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren befindet sich das gereinigte CSR-Produkt

im Eluat und kann direkt zum Sequenzieren weiterverwendet werden.

Sequenzanalyse

Der Kapillarsequenzierer 3500xL Dx Genetic Analyzer wird verwendet, um die
direkte Abfolge der Basen der Zielsequenz zu bestimmen. Dies ist moglich, da die
unterschiedlich langen fluoreszenzmarkierten Fragmente der CSR sich der Lange
nach in der Kapillare des Sequenzierers auftrennen. Wahrend dieses Vorgangs
passieren die Fragmente ein Detektionsfenster, durch welches ein Festkorper-
Dioden-Laser die fluoreszierenden Farbstoffe anregt, diese Fragmente Licht
abgeben, welches mittels einer CCD-Kamera detektiert wird. Da die vier
verschiedenen ddNTPs jeweils mit einem unterschiedlichen Farbstoff gekoppelt
sind, entstehen vier unterschiedliche Lichtsignale, die computerunterstutzt durch
die Software Sequencing Analysis v5.4 analysiert und in ein Elektropherogramm
(=Abfolge der Farbsignale) umgerechnet werden. Dieses Elektropherogramm gibt
die direkte Abfolge der Basen der Zielsequenz wieder. In Abbildung 9 und 10 sind
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Ausschnitte der Sequenzprofile einer ASXL1-Wildtypsequenz und einer ASXL1-

Mutationssequenz zu sehen.

416 421 426 431 436 441 446 451 456 461 466

A/\[\/\/W\M/\N\/W\/W\/\/\ A A W

Abbildung 9: Sequenzprofil einer ASXL1-Wildtypsequenz (HL60).
(Identifikations-IDs: Entrez Gene: 171023; Ensembl: ENSG00000171456).
Der Auschnitt zeigt verschiedene farbige Peaks, welche die direkte Abfolge der
Basen darstellen: Arginin (grtin), Cytosin (blau), Guanin (schwarz), Thymin (rot).

Abbildung 10: Sequenzprofil der ASXL17-Mutation ¢.1934dupG; p.G646,
fsx12. Dargestellt ist das Ergebnis der Sequenzanalyse des Patientenmaterials
Q9144, welches die heterozygote Mutation (Duplikation eines Guanins) enthalt
(VPfeilmarkierung). Der Auschnitt zeigt verschiedene farbige Peaks, welche die
direkte Abfolge der Basen darstellen: Arginin (grun), Cytosin (blau), Guanin
(schwarz), Thymin (rot). An der Stelle der Mutation, an welcher nur ein roter Peak
(Thymin) sichtbar sein sollte, ist zudem ein niedriger schwarzer Peak (Guanin)
sichtbar.

2.2.6 Methodik zur Analyse von SRSF2

PCR

Um Mutationen im SRSF2-Gen aufzufinden, wird jeweils eine Vervielfaltigung von
Exon 1 und Exon 2 mit Hilfe je einer DNA-basierter PCR mit jeweils einem
Primerpaar (s. PCR ASXL1) durchgefihrt. Es wird zu jedem Durchgang immer
eine NTC-Probe mitgefuhrt, um die Sterilitat der Reagenzien und Materialien
nachzuweisen.
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Tabelle 21: PCR (polymerase chain reaction)-Ansatz fiir SRSF2

Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 31,0
Puffer 5,0
Q-Solution 10,0
dNTPs [25 mM each] 0,5
Vorwartsprimer [10 pmol/ul] 1,0
Ruckwartsprimer [10 pmol/pl] 1,0
DNA [100 ng/ul] 1,0
HotStar Tag-Polymerase 0,5

Total 50,0

Tabelle 22: Temperaturprofil der PCR (polymerase chain reaction) fir SRSF2

Initiale Denaturierung 95°C - 10 min
Denaturierung 95°C - 1 min
Annealing 60°C - 1 min 40 Zyklen
Elongation 72°C - 1 min
Finale Elongation 72°C - 10 min

Zur Produktkontrolle werden die PCR-Produkte und die NTC-Probe auf ein
2%iges Agarosegel (s. ASXL1 PCR) geladen.

Abbildung 11: Beispiel eines Agarosegels nach erfolgter PCR (polymerase
chain reaction) von Exon 1 und 2 des SRSF2-Gens.

Position 1, 10: Tracklt™ 100bp DNA Ladder (Invitrogen); Position 2-4: DNA-
Fragmente von Exon 1; Position 6-8: DNA-Fragmente von Exon 2; Position 5, 9:
no template control (NTC) (PCR1 vom 15.07.13). bp= Basenpaare

Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die restliche DNA-Polymerase, Puffer und Primer und nicht verwendete
dNTPs aus der Probe zu entfernen und nur noch das PCR-Produkt zu erhalten,
wird die Probe mit Hilfe des PCR Purification Kits von Qiagen aufgereinigt (fir

genaue Durchflhrung s. Aufreinigung der PCR bei ASXL1Y).
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CSR

Wie bereits fur ASXL1 beschrieben, wird auch hier bei SRSF2 nun eine CSR
durchgefihrt (s. CSR ASXL1T). Hierfur wird ebenfalls das BigDye Terminator v.3.1
Cycle Sequenzing Kit von Applied Biosystems verwendet.

Tabelle 23: CSR (cycle sequencing reaction)-Ansatz fiir SRSF2; auf Eis

pipettiert
Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 10,0
BigDye Terminator v3.1 2,0
5x Sequenzing Buffer 1,0
Vorwartsprimer [10 pmol/yl] 1,0
PCR-Produkt 1,0
Total 15,0

Tabelle 24: Temperaturprofil der CSR (cycle sequencing reaction) fiir SRSF2

Initiale Denaturierung 96°C - 2 min
Denaturierung 95°C - 15 sec
40
Annealing 55°C - 1 min Zyklen
Elongation 60°C - 3 min
4°C - 10 min

Aufreinigung der CSR-Produkte

Um restliche DNA-Polymerase, Puffer, Primer sowie nicht verwendete dNTPs und
insbesondere die fluoreszenzmarkierten, nicht verwendeten ddNTPs aus der
Probe zu entfernen und nur noch das CSR-Produkt zu erhalten, wird die Probe mit
Hilfe des DyeEx Spin Kits von Qiagen aufgereinigt (s. Aufreinigung der CSR-
Produkte bei ASXL1)

Sequenzanalyse

Mit Hilfe des Kapillarsequenzierers 3500xL Dx Genetic Analyzer werden die
Fragmente im aufgereinigten CSR-Produkt nun der GrolRe nach aufgetrennt und
Uber die fluoreszierenden Enden der Fragmente die Abfolge der Basen analysiert
(s. Sequenzanalyse ASXLT).
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Abbildung 12: Sequenzprofil einer SRSF2-Wildtypsequenz (Exon 1, Q8599)
(Identifikations-IDs: Entrez Gene: 6427; Ensembl: ENSG00000161547). Der
Auschnitt zeigt verschiedene farbige Peaks, welche die direkte Abfolge der Basen
darstellen: Arginin (griin), Cytosin (blau), Guanin (schwarz), Thymin (rot).

E 160 469 478 487 496

Abbildung 13: Sequenzprofil der SRSF2-Mutation im Exon 1
(c.284_286insGCC in frame; p.P95R_ins). Dargestellt ist das Ergebnis der
Sequenzanalyse des Patientenmaterials P8729, welches die heterozygote
frameshift-Mutation (Insertion von Guanin-Cytosin-Cytosin) enthalt
(VPfeilmarkierung). Der Auschnitt zeigt verschiedene farbige Peaks, welche die
direkte Abfolge der Basen darstellen: Arginin (grun), Cytosin (blau), Guanin
(schwarz), Thymin (rot).

2.2.7 Methodik zur Analyse von RUNX1

PCR

Fur die Analyse der 8 Exone von RUNX1 werden pro Patientenprobe 8 DNA-
basierte PCRs mit je 8 Primerpaaren durchgefuhrt. Hierfir wurde das HotStarTaq
DNA Polymerase Set (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland; Katalog-Nr. 203205)
verwendet. In jeder Analyse wird immer eine NTC-Probe mitgefuhrt, um die

Sterilitat der Reagenzien zu Uberprufen.

Tabelle 25: PCR (polymerase chain reaction)-Ansatz fiir RUNX1

Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 18,40
10xPCR-Puffer 2,50
DSMO 0,60
dNTPs [je 25 mM] 0,25
Vorwartsprimer [10 pmol/ul] 1,00
Ruckwartsprimer [10 pmol/pl] 1,00
DNA (100 ng/pl) 1,00
HotStar Tag-Polymerase 0,50

Total 25,25

41



Tabelle 26: Temperaturprofil der PCR (polymerase chain reaction) fir RUNX1

Initiale Denaturierung 97°C - 2 min
Denaturierung 97°C - 2 min
Annealing 63°C - 1 min 35 Zyklen
Elongation 72°C - 1 min
Finale Elongation 72°C - 5 min

Zur Produktkontrolle werden nach erfolgter PCR immer die letzten 3 PCR-
Produkte einer 96-Well-Plate und die NTC-Probe auf ein 2%iges Agarosegel
pipettiert (s. Gel ASXL7) und danach in 1%iger Ethidiumbromidlésung gefarbt. In
Abbildung 14 ist ein Agarosegel nach erfolgter PCR der Exone 1-4 des RUNX1-

Gens zu sehen.

Abbildung 14: Beispiel eines Agarosegels nach erfolgter PCR (polymerase
chain reaction) der Exone 1-4 des RUNX1-Gens.

Position 1, 18: Tracklt™ 100bp DNA Ladder (Invitrogen); Position 2-4: DNA-
Fragmente von Exon 1; Position 6-8: DNA-Fragmente von Exon 2; Position 10-12:
DNA-Fragmente von Exon 3; Position 14-16: DNA-Fragmente von Exon 4;
Position 5, 9, 13, 17: no template control (NTC) (PCR3 vom 23.04.13). bp=
Basenpaare

Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die PCR-Produkt-Proben von Verunreinigungen wie nicht eingebauten dNTPs,
Puffer und DNA-Polymerase zu befreien, werden die PCR-Produkte mit Hilfe des
QlAgick PCR Purification Kit von Qiagen aufgereinigt (s. Aufreinigung der PCR
ASXLT).

CSR

Um eine Sequenzierreaktion nach Sanger zu starten wird im Anschluss an die

Aufreinigung der PCR-Produkte mit diesen eine Cycling Sequencing Reaction

durchgefuhrt. Dafur werden je 2 ul des aufgereinigten PCR-Produkts und je 1 ul

des bendtigten Primers (1F, 2R, 3F, 4F, 5F, 6R, 7R, 8F) zusammen mit dem
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BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit von Applied Biosystems
verwendet. Um die fluoreszenzmarkierten Primer vor Licht zu schitzen, sollten die
Reagenzien und die Reaktionsgefale in Alufolie verpackt werden. Zusatzlich ist
die CSR auf Eis zu pipettieren.

Tabelle 27: CSR (cycle sequencing reaction)-Ansatz fir RUNX1; auf Eis

pipettiert
Reagenz Volumen [pl]
Aqua dest. 8,3
BigDye Terminator v3.1 2,0
5x Sequenzing Buffer 1,7
Vorwartsprimer [10 pmol/pl] bzw. Rickwartsprimer [10 pmol/ul] 1,0
PCR-Produkt 1,0
Total 14,0

Tabelle 28: Temperaturprofil CSR (cycle sequencing reaction) fir RUNX1

Initiale Denaturierung 96°C - 2 min
Denaturierung 94°C - 1 min
Annealing 55°C - 1 min 35 Zyklen
Elongation 60°C - 3 min

10°C - =

Aufreinigung der CSR-Produkte

Zur Entfernung von Verunreinigungen wie ddNTPs, dNTPs, Puffer und DNA-
Polymerase wird eine Aufreinigung der CSR-Produkte durchgefuhrt. Dafur wird
das DyeEx Spin Kit von Qiagen verwendet (s. Aufreinigung der CSR-Produkte bei
ASXL1).

Sequenzanalyse

Mit Hilfe des Kapillarsequenzierers 3500xL Dx Genetic Analyzer werden die
Fragmente im aufgereinigten CSR-Produkt der GroRe nach aufgetrennt und Uber
die fluoreszierenden Enden der Fragmente die Abfolge der Basen analysiert (s.
Sequenzanalyse ASXLT).
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Abbildung 15: Sequenzprofil einer RUNX1-Wildtypsequenz (Exon 3, Q8811)
(Identifikations-IDs: Entrez Gene: 861, Ensembl: ENSG00000159216). Der
Auschnitt zeigt verschiedene farbige Peaks, welche die direkte Abfolge der Basen
darstellen: Arginin (griin), Cytosin (blau), Guanin (schwarz), Thymin (rot).

Abbildung 16: Sequenzprofil der Mutation RUNX71 Exon 3 (c.423_424insT,
p-M78Ifsx60). Dargestellt ist das Ergebnis der Sequenzanalyse des
Patientenmaterials Q9144, welches die Insertion eines Thymin (roter Peak bei
VPfeilmarkierung) enthélt. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des
Leserasters und nach 60 Basentriplets zu einem Stopp. Der Auschnitt zeigt
verschiedene farbige Peaks, welche die direkte Abfolge der Basen darstellen:
Arginin (gran), Cytosin (blau), Guanin (schwarz), Thymin (rot).

2.2.8 Statistische Auswertung

Da der Schwerpunkt dieser Dissertation aus uberwiegend experimentellen
Arbeiten bestand, wurde die statistische Analyse der erhobenen Ergebnisse sowie
deren Korrelation mit klinischen Daten und den Endpunkten Gesamt- und
leukamiefreies Uberleben durch die Studienzentrale der AMLSG in Ulm unter der
Leitung von Herrn Dr. Frank Stegelmann durchgefunhrt.

Die klinischen und prognostischen Daten wurden zum Zeitpunkt der Diagnose
dokumentiert (Alter, Geschlecht, Zytogenetik, MDS-Klassifikation, IPSS/-R, Anzahl
der Zellen im Blut und Morphologie dieser) und zwischen der Gruppe der
Patienten mit Mutationen und der Gruppe der Patienten ohne Mutation (=Wildtyp)
verglichen. Dies wurde fur jedes der untersuchten Gene einzeln analysiert. Die
Auswertung der Inzidenz von ASXL171-, SRSF2- und RUNX7-Mutationen in
unserem Studienkollektiv erfolgte mittels deskriptiver Methoden. Fir die weiteren
Analysen wurden der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test fur zwei verbundene
Stichproben sowie der Fisher-Exakt-Test eingesetzt.
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Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test diente dem Vergleich quantitativer Variablen
wie Alter und Anzahl der Zellen im Blut. Zur Berechnung von Differenzen in der
Haufigkeit qualitativer Merkmale (Geschlecht, IPSS/-R, etc) wurde der Fisher-
Exakt-Test durchgefuhrt. Die Kaplan-Meier-Methode diente der Schatzung und
Visualisierung der klinischen Endpunkte Gesamtuberleben und leukamiefreies
Uberleben in Hinblick auf die An- oder Abwesenheit von Mutationen. Fiir alle Tests
galt das Signifikanzniveau P < 0.05.

Alle Analysen erfolgten unter Zuhilfenahme der Software Environment R Version
3.2.1.

Zur Untersuchung einer moglichen pradiktiven oder prognostischen Bedeutung
der in dieser Arbeit untersuchten Gene ASXL1, SRSF2 und RUNX1 wurden die
Daten aus der Metadatei des MDS-Registers verwendet. Die Daten zu den
Veranderungen in den Genen TP53 und SF3B7 wurden im Rahmen der
Dissertation von Til Wallrabenstein erhoben und hier nur fur die klinische und
genetische Korrelation mit den Genen ASXL1, SRSF2 und RUNX1 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 ASXL1

3.1.1 Inzidenz von ASXL71-Mutationen

Bei 11 von 116 Patienten (9,5%) unserer MSD-Kohorte konnten Mutationen im
ASXL1-Gen gefunden werden. Alle zunachst mit Hilfe der GeneScan-Methode
detektierten Mutationen wurden durch DNA-Sequenzierung nach Sanger (Sanger
et al. 1977) bestatigt. Bei den 11 gefundenen ASXL 7-Mutationen handelte es sich
in 7 Fallen um Duplikationen bzw. Insertionen und in 4 Fallen um Deletionen,
welche zu einer Verschiebung des Leserasters (frame shift mutations) fuhrten und
damit zu einer frihzeitigen Termination des translatierten Proteins (sieche Tabelle
29 und Abbildung 17)

Tabelle 29: ASXL171-Mutationen im Exon 12. Auflistung der in dieser Arbeit
entdeckten Mutationen im ASXL171-Gen bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013)

Mutation der Nukleotidsequenz Mutation der Aminosaure Anzahl

Proben gesamt Proben gesamt 105 100
Veranderungen gesamt Veranderungen gesamt 11 10,5
€.1934dupG p.G646WfsX12 6 54,5
€.1900_1922del p.E635RfsX15 4 364
€.2209_2244dup p.Q748QfsX7 1 9,1
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Abbildung 17: Lokalisation der ASXL7-Mutationen. Schematische Darstellung
des ASXL1 Proteins mit den bekannten Motiven und Doméanen (nach Boultwood
et al. 2010, Abdel-Wahab et al. 2011). ASXN/ASXM (griin/orange): amino-
terminale Homologie-Domanen, Bindungsstellen fur nukleare Rezeptoren; Glycin-
reiche Domane (blau), mit Pfeil markiert: am haufigsten durch Mutationen
betroffene Region (Exon 12; Aminosauresequenz 642-685); Rb Interaktionsmotiv
(gelb); NR (Nuclear Receptor) (grau): Bindemotiv fur nukleare-Rezeptoren RAR
und RXR; PHD (Plant Homeo Domain) Finger (rot): hoch konservierte
cysteinreiche Region fur Interaktion mit anderen Proteinen. Nahe glycin-reicher
Region Lokalisation der in dieser Arbeit detektierten Mutationen, diese mit Pfeilen
markiert. In Klammer steht jeweils die Anzahl der gefundenen Mutationen.
AS=Aminosauren

3.1.2 Assoziation von ASXL7-Mutationen mit klinischen Charakteristika

In Hinblick auf die Kklinischen Charakteristika bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten mit einer Mutation im ASXL7-Gen und Patienten
mit ASXL7-Wildtyp, wenn man diese mit den Parametern Alter (P=0.53),
Geschlecht (P=1.0), Blastenanteil im peripheren Blut > 5% (P=0.85),
Ringsideroblasten > 15% (P=0.47), Hamoglobingehalt (P=0.93) und
Leukozytenanzahl (P=0.19) korrelierte.

MSD-Patienten mit ASXL7-Mutationen hatten eine hohere Zahl an neutrophilen
Granulozyten (Median: 2,4%) als Patienten ohne ASXL 1-Mutation (Median: 1,3%),
dies war allerdings statistisch nicht signifikant (P=0.11). Auflerdem hatten
Patienten mit ASXL7-Mutation eine niedrigere Anzahl an Thrombozyten (Median:
74 x 10%L) im Vergleich zu Patienten ohne ASXL7-Mutation, auch dies war
ebenfalls statistisch nicht signifikant (Median: 153 x 10%L, P=0.1) (siehe Tabelle
30).
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Tabelle 30: Assoziation von ASXL7-Mutationen mit klinischen
Charakteristika bei Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom
(Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl,
P=P-Wert.

Charakteristika ASXL1 MUT ASXL1WT P
Alter (Jahre) 0.53
Median 63,66 67,98
Bereich 50,48-77,18 32,61-84,34
Geschlecht 1
mannlich, n (%) 7 (63,6) 62 (59,1)
weiblich, n (%) 4 (36,4) 43 (40,9)
Blasten >5% 0.85
ja, n (%) 1(11,1) 6(7,1)
nein, n (%) 8 (88,9) 79 (92,9)
nicht verfigbar 2 20
Ringsideroblasten >15% 0.47
ja, n (%) 0 6 (10)
nein, n (%) 4 (100) 54 (90)
nicht verfugbar 7 45
Neutrophile Granulozyten (10°9/L) 0.1
Median 24 1,34
Bereich 0,2-60,69 -1,99-30,61
Hamoglobin (g/dl) 0.93
Median 9,6 9,7
Bereich 8,2-13,3 6-14,5
Thrombozyten (1019/L) 0.1
Median 74 153
Bereich 21-463 8-662
Leukozyten (1019/L) 0.19
Median 3,7 3,1
Bereich 1,7-97,9 1,1-56,7

3.1.3 Assoziation von ASXL7-Mutationen mit Zytogenetik und anderen
molekularen Markern

Es bestanden keine statistisch signifikante Assoziation zwischen ASXL 7-mutierten
Patienten gegenuber ASXL 7-Wildtyp Patienten in Bezug auf die zytogenetischen
Veranderungen (P=0.36) (siehe Tabelle 31). Unter den ASXL 7-mutierten
Patienten hatten acht Patienten einen normalen Karyotyp und drei Patienten einen
abnormalen Karyotyp.
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Tabelle 31: Assoziation von ASXL7-Mutationen mit der Zytogenetik bei
Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm,
2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, P=P-Wert.

Charakteristika ASXL1 MUT ASXLTWT P
Zytogenetik 0.36
normal, n (%) 8 (72,7) 60 (57,1)
abnormal, n (%) 3(27,3) 45 (42,9)

Im Bezug auf die Koinzidenz mit anderen molekularen Markern zeigte sich eine
signifikante Assoziation von ASXL7-Mutationen mit RUNX7-Mutationen (P=0.02)
sowie im Trend mit Mutationen im SRSF2-Gen (P=0.07). Mutationen in TP53 und
SF3B1 waren nicht signifikant mit ASXL7-Mutationen assoziiert (P=0.6; P=0.69;
sieche Tabelle 32). Bei einer MSD-Patientin (Nr.84) waren alle drei der
untersuchten Gene mutiert, sie hatte den MDS-Subtyp RCDM, wurde bei IPSS in
,Intermediate I eingestuft, hatte nach FISH-Analyse keine
Chromosomenanomalien und erhielt als Therapie Darbapoetin und Azacytidin.
AuRerdem waren bei einem anderen Patienten ASXL1 zusammen mit RUNX7 und

bei zwei weiteren Patienten ASXL1 zusammen mit SRSF2 mutiert.
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Tabelle 32: Molekulargenetische Assoziationen zwischen ASXL71 und den
restlichen untersuchten Markern bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). Die Daten zu TP53, TP53
polymorph und SF3B1 sind Bestandteil der Metadatei des MDS-Registers,
wurden von Til Wallrabenstein im Rahmen seiner Dissertation erhoben und
mit den in dieser vorliegenden Arbeit erhobenen Daten korreliert.
MUT/mut=mutiert, WT/wt=Wildtyp, n=Anzahl, P=P-Wert.

Charakteristika ASXL1 MUT ASXL1WT P

SRSF2 0.07
mut, n (%) 3(27,3) 8 (7,6)
wt, n (%) 8 (72,7) 97 (92,4)

RUNX1 0.02
mut, n (%) 2 (18,2) 1(0,9)
wt, n (%) 9 (81,8) 104 (99,1)

TP53 0.6
mut, n (%) 0 11 (10,5)
wt, n (%) 11 (100) 94 (89,5)

TP53 polymorph 1
mut, n (%) 0 5(4,8)
wt, n (%) 11 (100) 100 (95,2)

SF3B1 0.69
mut, n (%) 1(9,1) 19 (18,1)
wt, n (%) 10 (90,9) 86 (81,9)

3.1.4 ASXL1-Mutationen im Kontext der MDS-Klassifikation sowie der
Prognosescores IPSS und IPSS-R

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit einer Mutation
im ASXL1-Gen und Patienten mit ASXL7-Wildtyp im Hinblick auf die Einteilung in
die verschiedenen MDS-Subtypen (P=0.36). Des Weiteren konnten wir keinen
signifikanten Einfluss von ASXL7-Mutationen in Bezug auf die Einteilung in die
Risikostrafikationssysteme IPSS (P=0.14) und IPSS-R (P=0.62) (siehe Tabelle 33)
feststellen.
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Tabelle 33: Assoziationen von ASXL17-Mutationen mit MDS-Klassifikation
und IPPS und IPSS-R bei Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom
(Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl,
MDS=Myelodysplastisches Syndrom, RARS=Refraktare Anamie mit
Ringsideroblasten, RAEB=Refraktare = Anamie mit Blastenvermehrung,
RCMD=Refraktare Zytopenie mit multilinedren Dysplasien mit oder ohne
Ringsideroblasten, RCUD=Refraktare Zytopenie mit unilinearer Dysplasie,
CMML=Chronische Myelomonozytare Leukamie, MDS-MPS=Myelodysplastische
Syndrome-Myeloproliferative Syndrome, IPSS=International Prognostic Scoring
System, IPSS-R= International Prognostic Scoring System- Revised, P=P-Wert.

Charakteristika ASXL1 MUT ASXL1WT P
MDS-Klassifikation 0.36
RARS, n (%) 0 6 (6,1)
RAEB I, n (%) 1(10) 22 (22,4)
RAEB 11, n (%) 2 (20) 14 (14,3)
RCMD, n (%) 3 (30) 35 (35,7)
RCUD, n (%) 2 (20) 9(9,2)
CMML I, n (%) 2 (20) 3(3,1)
CMML 11, n (%) 0 1(1,4)
MDS-MPS, n (%) 0 2(2)
nicht klassifizierbar 0 6 (6,1)
nicht verfliigbar 1 7
IPSS 0.14
Low Risk, n (%) 3(27,3) 28 (26,7)
Intermediate I, n (%) 3(27,3) 50 (47,6)
Intermediate I, n (%) 4 (36,4) 10 (9,5)
High Risk, n (%) 1(9,1) 10 (9,5)
nicht beurteilbar, n (%) 0 7 (6,7)
IPSS-R 0.62
Very Low Risk, n (%) 0 4 (3,8)
Low Risk, n (%) 3(27,3) 39 (37,1)
Intermediate, n (%) 5 (45,5) 33 (31,4)
High Risk, n (%) 3(27,3) 13 (12,4)
Very High Risk, n (%) 0 6 (5,7)
nicht beurteilbar, n (%) 0 10 (9,5)

3.1.5 Assoziationen von ASXL171-Mutationen mit der Therapie und deren
Einfluss auf das Uberleben

81,8 % der Patienten mit einer Mutation im ASXL1-Gen erhielten eine spezifische
Therapie, wahrend nur 44,8% der Patienten mit einem Wildtyp-ASXL71-Gen eine
spezifische Therapie erhielten (P=0.03). Zu den spezifischen Therapien zahlen die
Gabe von Lenalidomid, Azacytidin und anderen Chemotherapeutika. In dieser
Studie erhielten 23 Patienten eine Therapie mit Lenalidomid/ Thalidomid, 15
Patienten eine Therapie mit Azacytidin und 8 Patienten eine Therapie mit Litalir
(=Hydroxycarbamin, Zytostatikum).
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Im Vergleich dazu erhielten die beiden Gruppen jeweils in fast gleichem Ausmafl
eine allogene Stammzelltransplantation (mut: 9,1%; wt: 9,5%; P=1, n=11) oder
eine Supportivtherapie (mut: 63,6%; wt: 60%; P=1)(siehe Tabelle 34) wie
Darbepoetin alpha (=synthetisches EPO)/ EPO (n=45) oder Eisenchelatoren
(n=41).

Tabelle 34: Assoziationen von ASXL17-Mutationen mit der Therapie bei
Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm,
2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, TX=Transplantation, P=P-
Wert.

Charakteristika ASXL1 MUT ASXL1WT P
Spezifische Therapie 0.03
ja, n (%) 9(81,8) 47 (44,8)
nein, n (%) 2(18,2) 58 (55,2)
Allogene Stammazell-TX 1
ja, n (%) 1(9,1) 10 (9,5)
nein, n (%) 10 (90,9) 95 (90,5)
Supportivtherapie 1
ja, n (%) 7 (63,6) 63 (60)
nein, n (%) 4 (36,4) 42 (40)

Im Hinblick auf den Einfluss einer ASXL7-Mutation auf das Gesamtuberleben liel3
sich bei unserer Patientenkohorte kein signifikanter Unterschied bezuglich einer
veranderten Uberlebenszeit erkennen (P=0.4). Ein signifikanter Einfluss auf die
Zeit bis zu einer Transformation in eine akute myeloische Leukadmie (=
leukdmiefreies Uberleben) wurde ebenfalls nicht beobachtet (P=0.7) (siehe
Abbildung 18).

52



100 — 100

P=0.4

—
P=0.7
ASXL 1-Mutation n=11

80 80

ASXL 1-Mutation n=11

60 - 60

ASXL1-Wildtyp n=105

40 40

Gesamtiiberleben [%]

ASXL1-Wildtyp n=105

20 1 20

Leukamiefreies Uberleben [%)]

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Zeit [Monate] Zeit [Monate]

Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve in Bezug auf das (A) Gesamtuberleben und
(B) leukamiefreies Uberleben bis zum Ubergang in eine akute myeloische
Leukdmie von Patienten mit ASXL7-Mutation (=MUT) im Vergleich zu Patienten
mit ASXL7-Wildtyp (=WT), erhoben bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). n=Anzahl, P=P-Wert.

3.2 SRSF2

3.2.1 Inzidenz von SRSF2-Mutationen

Bei 11 von 116 Patienten (9,5%) konnten SRSF2-Mutationen nachgewiesen
werden. Diese traten alle in Exon 1 auf.

Bei 3 dieser Mutationen handelte es sich um Insertionen, davon wurde bei 2
Insertionen ein GCC eingefugt, hier blieb das Leseraster erhalten; bei einer dieser
3 Insertionen kam es zu einer Verschiebung des Leserasters durch die Insertion
eines C und konsekutiv zu einem Stoppcodon nach 27 Basentriplets.

Bei 2 Mutationen handelte es sich um Deletionen, hierbei kam es zu einem Verlust
von 24 Basen (= 8 Basentriplets), wobei das Leseraster erhalten blieb.

Bei den weiteren 6 SRSF2-Mutationen handelte es sich um Punktmutationen
(siehe Tabelle 35 und Abbildung 19). Alle 6 SRSF2-Punktmutationen waren
Missense-Mutationen, was bedeutet, dass durch den Austausch einer Base das
Codon fur eine andere Aminosaure kodiert und es dadurch zu einer veranderten

Funktion des durch das Gen kodierten Proteins kommen konnte.
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Tabelle 35: SRSF2-Mutationen in Exon 1. Auflistung der in dieser Arbeit
entdeckten Mutationen im SRSF2-Gen bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).

Mutation der Nukleotidsequenz Mutation der Aminosaure Anzahl [%|
Proben gesamt Proben gesamt 105 100
Veranderungen gesamt Veranderungen gesamt 11 10,5
c.C284A p.P95H 3 272
c.C284G p.P95R 2 18,2
€.284_307del p.P95_R102del 2 18,2
c.284 286insGCC p.P95R ins inframe 2 18,2
c.C284T p.P95L 1 9,1
€.288dupC p.P96_P96ins fsX27 1 9,1

P95R (2)/L (1)/H(3)/_R102del (2)/
R ins (2)/ P96_P96ins fsx27 (1)

l 221 AS

Abbildung 19: Lokalisation der SRSF2-Mutationen. Schematische Darstellung
des SRSF2-Proteins mit bekannten Motiven und Doméanen (nach Yoshida et al.
2011). RRM (blau): RNA recognition motif; RS (grin): arginine/ serine-rich
domains. Roter Pfeil markiert Prolin an Position 95 (P95), eine der haufigsten
Mutationen bei SRSF2. Mit dem roten Pfeil ist die Lokalisation der detektierten
Mutationen gekennzeichnet, in Klammer steht jeweils die Anzahl der gefundenen
Mutationen. AS=Aminosauren.

SRSF2
(17925.1)

3.2.2 Assoziation von SRSF2-Mutationen mit klinischen Charakteristika

In Bezug auf die klinischen Charakteristika konnte im Trend eine Assoziation von
SRSF2-Mutationen mit dem Alter der MDS-Patienten (P=0.08; Zeitpunkt der
Aufnahme in das Ulmer MDS-Register) festgestellt werden. Das Alter der MDS-
Patienten mit SRSF2-Mutation war durchschnittlich héher (Median: 71,1 Jahre) als
das Alter der Patienten ohne SRSF2-Mutation (Median: 65,9 Jahre). Des Weiteren
wurde keine signifikante Assoziation von SRSF2-Mutationen mit folgenden
klinischen Charakteristika detektiert: Geschlecht (P=0.2), Anteil an Blasten im
peripheren Blut >5% (P=0.4), Anteil an Ringsideroblasten >15% (P=1), Anzahl an
neutrophilen Granulozyten (P=0.6), Hamoglobinwert (P=0.8), Thrombozyten-
(P=0.2) und Leukozytenanzahl (P=0.2) (siehe Tabelle 36).
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Tabelle 36: Assoziation von SRSF2-Mutationen mit klinischen
Charakteristika bei Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom
(Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl,
P=P-Wert.

Charakteristika SRSF2 MUT SRSF2 WT P
Alter (Jahre) 0.08
Median 71,13 65,93
Bereich 55,52-82,13 32,61-84,34
Geschlecht 0.2
mannlich, n (%) 9(81,8) 60 (57,1)
weiblich, n (%) 2(18,2) 45 (42,9)
Blasten >5% 0.43
ja, n (%) 1(9,1) 6 (5,7)
nein, n (%) 6 (85,7) 81 (93,1)
nicht verfugbar 4 18
Ringsideroblasten >15% 1
ja, n (%) 0 6 (5,7)
nein, n (%) 6 (100) 52 (89,7)
nicht verflugbar 5 47
Neutrophile Granulozyten (1029/L) 0.58
Median 1,535 1,36
Bereich 0,67-60,69 0-30,61
nicht verfiigbar 1 4
Hamoglobin (g/dl) 0.75
Median 9,4 9,7
Bereich 8,1-14,4 6-14,5
Thrombozyten (1079/L) 0.17
Median 76 153
Bereich 21-593 8-662
Leukozyten (1079/L) 0.24
Median 3,6 3.1
Bereich 1,5-97,9 1,1-56,7

3.2.3 Assoziation von SRSF2-Mutationen mit der Zytogenetik und mit
anderen molekularen Markern

Es bestanden keine statistisch signifikanten Assoziationen zwischen Patienten mit
einer SRSF2-Mutation und Patienten mit einem Wildtyp im SRSF2-Gen in Bezug
auf die Zytogenetik (P=0.1)(siehe Tabelle 37). Neun der Patienten mit SRSF2-
Mutation hatten eine normalen Karyotyp, wahrend zwei Patienten mit SRSF2-

Mutation einen abnormalen Karyotyp vorwiesen.

95



Tabelle 37: Assoziation von SRSF2-Mutationen mit Zytogenetik bei Patienten
mit Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).
MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, P=P-Wert.

Charakteristika SRSF2 MUT SRSF2 WT P
Zytogenetik 0.12
normal, n (%) 9 (81,8) 59 (56,2)
abnormal, n (%) 2(18,2) 46 (43,8)

Wie schon bei ASXL1 unter 3.1.4 beschrieben, deutete sich ein Trend zu einer
Assoziation der Prasenz von SRSF2-Mutationen mit zusatzlichen ASXL1-
Mutationen an (P=0.07) (siehe Tabelle 38). Es konnte keine signifikante
Assoziation von SRSF2-Mutationen mit RUNX7-Mutationen (P=0.26), TP53-
Mutationen (P=0.6), TP53polymorph (P=0.4) oder SF3B1-Mutationen (P=0.21)
gezeigt werden (siehe Tabelle 38).

Tabelle 38: Molekulargenetische Assoziationen zwischen SRSF2 und den
restlichen untersuchten Markern bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). Die Daten zu TP53, TP53
polymorph und SF3B1 sind Bestandteil der Metadatei des MDS-Registers,
wurden von Til Wallrabenstein im Rahmen seiner Dissertation erhoben und
mit den in dieser vorliegenden Arbeit erhobenen Daten korreliert.
MUT/mut=mutiert, WT/wt=Wildtyp, n=Anzahl, P=P-Wert.

Charakteristika SRSF2 MUT SRSF2 WT P

ASXL1 0.07
mut, n (%) 3(27,3) 8 (7,6)
wt, n (%) 8 (72,7) 97 (92,4)

RUNX1 0.26
mut, n (%) 1(9,1) 2(1,9)
wt, n (%) 10 (90,9) 103 (98,1)

TP53 0.6
mut, n (%) 0 11 (10,5)
wt, n (%) 11 (100) 94 (89,5)

TP53 polymorph 04
mut, n (%) 1(9,1) 4 (3,8)
wt, n (%) 10 (90,9) 101 (96,2)

SF3B1 0.21
mut, n (%) 0 20 (19,1)
wt, n (%) 11 (100) 85 (80,9)

3.2.4 SRSF2-Mutationen im Kontext der MDS-Klassifikation sowie der

Prognosescores IPSS und IPSS-R

Betrachtete man einen mdoglichen Einfluss von SRSF2-Mutationen auf die

Stratifizierung in die entsprechenden Risikoscores, so konnte folgende signifikante

Assoziation (P=0.01) festgestellt werden: Bei der Einteilung nach IPSS wurden
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keine Patienten mit SRSF2-Mutation in der Low Risk Gruppe gefunden; diese
waren in den Risikogruppen Intermediate | (n=4, 36,4%) und vermehrt in den
héheren Risikogruppen Intermediate Il (n=4, 36,4%) und High Risk (n=2, 18,2%)
zu finden, wahrend MDS-Patienten ohne SRSF2-Mutation zu 76,2% in die Low
Risk Gruppe (n=31, 29,5%) oder Intermediate | (n=49, 46,7%) eingestuft wurden
(siehe Tabelle 39). Es bestand kein signifikanter Zusammenhang bei der
Einteilung in IPSS-R (P=0.92), jedoch waren auch hier Patienten mit SRSF2-
Mutation vermehrt in die Gruppen Intermediate (n=5, 45,5%) und High Risk (n=2,
18,2%) eingeteilt. Auch bei der Einteilung in die MDS-Subtypen (P=0.13) gab es
keinen signifikanten Zusammenhang fur Patienten mit SRSF2-Mutation und
Patienten mit SRSF2-Wildtyp (siehe Tabelle 39), Patienten mit SRSF2-Mutation
waren jedoch am haufigsten in der Gruppe RAEB Il (n=4, 36,4%) zu finden.
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Tabelle 39: Assoziation von SRSF2-Mutationen mit der MDS-Klassifikation
und IPSS und IPSS-R bei Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom
(Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl,
MDS=Myelodysplastisches Syndrom, RARS=Refraktare Anamie mit
Ringsideroblasten, RAEB=Refraktare = Anamie mit Blastenvermehrung,
RCMD=Refraktare Zytopenie mit multilinedren Dysplasien mit oder ohne
Ringsideroblasten, RCUD=Refraktare Zytopenie mit unilinearer Dysplasie,
CMML=Chronische Myelomonozytare Leukamie, MDS-MPS=Myelodysplastische
Syndrome-Myeloproliferative Syndrome, IPSS=International Prognostic Scoring
System, IPSS-R= International Prognostic Scoring System- Revised, P=P-Wert.

Charakteristika SRSF2 MUT SRSF2WT P
MDS-Klassifikation 0.13
RARS, n (%) 0 6 (6,1)
RAEB |, n (%) 2(18,2) 21 (21,7)
RAEB II, n (%) 4 (36,4) 12 (12,4)
RCMD, n (%) 2(18,2) 36 (37,1)
RCUD, n (%) 0 11 (11,3)
CMML I, n (%) 1(9,1) 4(4,1)
CMML I, n (%) 0 1(1,0)
MDS-MPS, n (%) 1(9,1) 1(1,0)
nicht klassifizierbar 1(9,1) 5 (5,2)
nicht verfliigbar 0 7
IPSS 0.014
Low Risk, n (%) 0 31 (29,5)
Intermediate I, n (%) 4 (36,4) 49 (46,7)
Intermediate Il, n (%) 4 (36,4) 10 (9,5)
High Risk, n (%) 2(18,2) 9 (8,6)
nicht beurteilbar, n (%) 1(9,1) 6 (5,7)
IPSS-R 0.92
Very Low Risk, n (%) 0 4 (3,8)
Low Risk, n (%) 3(27,3) 39 (37,1)
Intermediate, n (%) 5 (45,5) 33 (31,4)
High Risk, n (%) 2(18,2) 14 (13,3)
Very High Risk, n (%) 0 6 (5,7)
nicht beurteilbar, n (%) 1(9,1) 9 (8,6)

3.2.5 Assoziationen von SRSF2-Mutationen mit der Therapie und deren
Einfluss auf das Uberleben

Patienten mit SRSF2-Mutationen und Patienten mit SRSF2-Wildtyp wurden im
Hinblick auf den Erhalt von spezifischer Therapie (P=0.35), den Erhalt einer
allogenen Stammzelltransplantation (P=0.28) oder dem Erhalt einer
Supportivtherapie (P=0.11) nicht unterschiedlich behandelt (siehe Tabelle 40)
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Tabelle 40: Assoziation von SRSF2-Mutationen mit Therapie bei Patienten
mit Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).
MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, TX=Transplantation, P=P-Wert.

Charakteristika SRSF2 MUT SRSF2 WT P
Spezifische Therapie 0.35
ja, n (%) 7 (63,6) 49 (46,7)
nein, n (%) 4 (36,4) 56 (53,3)
Allogene Stammazell-TX 0.28
ja, n (%) 2 (18,2) 9 (8,6)
nein, n (%) 9 (81,8) 96 (91,4)
Supportivtherapie 0.1
ja, n (%) 4 (36,4) 66 (62,9)
nein, n (%) 7 (63,6) 39 (37,1)

Ein signifikanter Einfluss der Anwesenheit einer SRSF2-Mutation auf das
Gesamtuberleben war in unserer MDS-Patientenkohorte nicht erkennbar (P=0.9).
Ebenso wurde kein signifikanter Einfluss auf die Zeit bis zum Auftreten einer
akuten myeloischen Leukamie (=leukamiefreies Uberleben) beobachtet (P=0.36)
(siehe Abbildung 20). Insgesamt bestand die MDS-Kohorte jedoch aus einer
relativ kleinen Fallzahl an Patienten (n=116).
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Kurve in Bezug auf das (A) Gesamtuberleben und
(B) leukamiefreies Uberleben bis zum Ubergang in eine akute myeloische
Leukdmie von Patienten mit SRSF2-Mutation (=MUT) im Vergleich zu Patienten
mit SRSF2-Wildtyp (=WT). n=Anzahl, P=P-Wert.
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3.3 RUNX1

3.3.1 Inzidenz von RUNX1-Mutationen

Insgesamt konnte nur bei drei von 116 Patienten (2,6%) eine Mutation im RUNX1-
Gen detektiert werden. Bei 2 dieser RUNX7-Mutationen handelte es sich um
Insertionen und bei einer Mutation um eine Deletion. Die Insertionen befanden
sich in Exon 3 und Exon 8, die Deletion in Exon 7 (siehe Tabelle 41 und Abbildung
21). Alle 3 RUNX1-Mutationen fuhren zu einer Verschiebung des Leserasters.
AuBerdem wurden in Exon 3 von RUNX7 noch 2 weitere Punktmutationen
gefunden, welche als Missense-Mutationen fungieren und zu einer Anderung der
kodierten Aminosaure fuhren. Diese beiden Punktmutationen werden als
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP=single nucleotide polymorphism) gewertet,
die nicht nur bei Patienten mit AML, sondern auch in der Normalbewélkerung

auftreten konnen.

Tabelle 41: Mutationen im RUNX17-Gen: Auflistung der in dieser Arbeit
entdeckten Mutationen im RUNX7-Gen bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).

Mutation der Nukleotidsequenz Mutation der Aminosaure Anzahl

Proben gesamt Proben gesamt 113 100
Veranderungen gesamt Veranderungen gesamt 3 10,5
Exon 3 c.423_424insT p.M78IfsX60 1 33,3
Exon 7 ¢.1028delT p.S280PfsX31 1 33,3
Exon 8 ¢.1178_1179ins32bp p.F330SfsX9 1 33,3
SNP: Exon 3 ¢.T357C p.L56S 2 0
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Transaktivierung

453 AS
M78I fsx60 S280P fsx31 F330S fsx9
RUNX1
(21922.3)
Repression VWRPY

Domane

Abbildung 21: Lokalisation der RUNX7-Mutationen. Schematische Darstellung
des RUNX1-Proteins mit bekannten Motiven und Doméanen (nach Lorsbach et al.
2001). RD: Runt-DNA-Bindungs-Domane, PST: Prolin/Serin/Threonin-reiche
Region, NM: Nukleares Matrixhaftungsmotiv, TA: C-Terminale transkriptionale
Transaktivierungsdomane, VWRPY-Motiv: bindet Groucho Co-Repressor. Die
Lokalisation der detektierten RUNX7-Mutationen ist mit Pfeilen markiert.
AS=Aminosauren.

3.3.2 Assoziation von RUNX1-Mutationen mit klinischen Charakteristika

In Hinblick auf die Kklinischen Charakteristika bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten mit einer Mutation im RUNX7-Gen und Patienten
mit RUNX1-Wildtyp, wenn man Alter (P=0.3), Geschlecht (P=0.6), Blastenanteil im
peripheren Blut > 5% (P=1), Ringsideroblasten > 15% (P=1), Anzahl an
neutrophilen Granulozyten (P=0.7), Hamoglobingehalt (P=0.8), Thrombozyten-
(P=0.6) und Leukozytenanzahl (P=0.7) betrachtet (siche Tabelle 42).
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Tabelle 42: Assoziation von RUNX17-Mutationen mit klinischen
Charakteristika bei Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom
(Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl,
P=P-Wert.

Charakteristika RUNX1 MUT RUNX1WT P
Alter (Jahre) 0.27
Median 69,39 67,35
Bereich 69,03-78,85 32,61-84,34
Geschlecht 0.57
mannlich, n (%) 1(33,3) 6 (60,2)
weiblich, n (%) 2 (66,7) 45 (39,8)
Blasten >5% 1
ja, n (%) 0 7 (7,6)
nein, n (%) 2 (100) 85(92,4)
nicht verfugbar 1 21
Ringsideroblasten >15% 1
ja, n (%) 0 6 (9,5)
nein, n (%) 1 (100) 57 (90,5)
nicht verfugbar 2 50
Neutrophile Granulozyten (1019/L) 0.67
Median 1,75 1,355
Bereich 0,92-3,71 0-60,69
nicht verfiigbar 0 5
Hamoglobin (g/dl) 0.82
Median 9,6 9,7
Bereich 9,3-11,7 6-14,5
Thrombozyten (1079/L) 0.65
Median 125 144
Bereich 74-153 8-662
Leukozyten (1079/L) 0.73
Median 4.5 3,2
Bereich 2-6,4 1,1-97,9

3.3.3 Assoziation von RUNX1-Mutationen mit der Zytogenetik und mit
anderen molekularen Markern

Es besteht keine statistisch signifikante Assoziation zwischen Patienten mit
RUNX71-Mutation und Patienten mit RUNX7-Wildtyp im Hinblick auf die
Zytogenetik (P=1.0)(siehe Tabelle 43). Zwei Patienten mit RUNX1-Mutation hatten
einen normalen Karyotyp, wahrend ein Patient mit RUNX7-Mutation einen

abnormalen Karyotyp vorwies.
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Tabelle 43: Assoziation RUNX1 mit der Zytogenetik bei Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).
MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, P=P-Wert.

Charakteristika RUNX1 MUT RUNX1WT P
Zytogenetik 1
normal, n (%) 2 (66,7) 66 (57,4)
abnormal, n (%) 1(33,3) 47 (41,6)

Wie schon bei ASXL1 unter 3.1.4 beschrieben, besteht eine signifikante
Assoziation von RUNX1-Mutationen mit ASXL1-Mutationen (P=0.02). Zusatzlich
lasst sich ein Trend einer Assoziation von RUNX7-Mutationen zu SF3B1-
Mutationen (P=0.08) erkennen. Keine signifikante Assoziation lasst sich zwischen
Patienten mit RUNX7-Mutation und SRSF2-Mutation (P=0.3), TP53-Mutation
(P=1) oder TP53polymorph-Mutation (P=1) erkennen (siehe Tabelle 44).

Tabelle 44: Molekulargenetische Assoziationen zwischen RUNX171 und den
restlichen untersuchten Markern bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). Die Daten zu TP53, TP53
polymorph und SF3B1 sind Bestandteil der Metadatei des MDS-Registers,
wurden von Til Wallrabenstein im Rahmen seiner Dissertation erhoben und
mit den in dieser vorliegenden Arbeit erhobenen Daten korreliert.
MUT/mut=mutiert, WT/wt=Wildtyp, n=Anzahl, P=P-Wert.

Charakteristika RUNX1 MUT RUNX1WT P
ASXL1 0.02
mut, n (%) 2 (66,7) 9 (8,0)
wt, n (%) 1(33,3) 104 (92,0)
SRSF2 0.26
mut, n (%) 1(33,3) 10 (8,9)
wt, n (%) 2 (66,7) 103 (91,1)
TP53 1
mut, n (%) 0 11 (9,7)
wt, n (%) 3 (100) 102 (90,3)
TP53 polymorph 1
mut, n (%) 0 5(4,4)
wt, n (%) 3 (100) 108 (95,6)
SF3B1 0.08
mut, n (%) 2 (66,7) 18 (15,9)
wt, n (%) 1(33,3) 95 (84,1)

3.3.4 RUNX1-Mutationen im Kontext der MDS-Klassifikation sowie der

Prognosescores IPSS und IPSS-R

Es konnten keine signifikanten Assoziationen zwischen Patienten mit RUNX17-

Mutation und Patienten mit RUNX7-Wildtyp in Bezug auf die Einteilung in die

MDS-Subtypen (P=1), auf die Einteilung nach IPSS (P=0.2) oder auf die Einteilung

nach IPSS-R (P=0.65) gezeigt werden (siehe Tabelle 45), wobei die statistische
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Aussagekraft bei nur 3 mutierten RUNX7-Patienten als eingeschrankt zu bewerten
ist.

Tabelle 45: Assoziationen von RUNX17-Mutationen mit der MDS-Klassifikation
und mit der Einteilung nach IPSS und IPSS-R bei Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).
MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, MDS=Myelodysplastisches Syndrom,
RARS=Refraktare Anamie mit Ringsideroblasten, RAEB=Refraktare Anamie mit
Blastenvermehrung, RCMD=Refraktare Zytopenie mit multilinearen Dysplasien mit
oder ohne Ringsideroblasten, RCUD=Refraktare Zytopenie mit unilinearer
Dysplasie, CMML=Chronische Myelomonozytare Leukamie, MDS-
MPS=Myelodysplastische Syndrome-Myeloproliferative Syndrome,
IPSS=International Prognostic Scoring System, IPSS-R= International Prognostic
Scoring System- Revised, P=P-Wert.

Charakteristika RUNX1 MUT RUNX1WT P
MDS-Klassifikation 1
RARS, n (%) 0 6 (5,7)
RAEB |, n (%) 1(33,3) 22 (21)
RAEB II, n (%) 0 16 (15,2)
RCMD, n (%) 2 (66,7) 36 (34,3)
RCUD, n (%) 0 11 (10,5)
CMML 1, n (%) 0 5 (4,8)
CMML I, n (%) 0 1(1,0)
MDS-MPS, n (%) 0 2(1,9)
nicht klassifizierbar 0 6 (5,7)
nicht verfugbar 0 8
IPSS 0.2
Low Risk, n (%) 0 31(27,4)
Intermediate I, n (%) 1(33,3) 52 (46,0)
Intermediate 11, n (%) 1(33,3) 13 (11,5)
High Risk, n (%) 0 11 (9,7)
nicht beurteilbar, n (%) 1(33,3) 6 (5,3)
IPSS-R 0.65
Very Low Risk, n (%) 0 4 (3,5)
Low Risk, n (%) 1(33,3) 41 (36,3)
Intermediate, n (%) 1(33,3) 37 (32,7)
High Risk, n (%) 0 16 (14,2)
Very High Risk, n (%) 0 6 (5,3)
nicht beurteilbar, n (%) 1(33,3) 9 (8,0)

3.3.5 Assoziationen von RUNX7-Mutationen mit der Therapie und deren
Einfluss auf das Uberleben

Im Hinblick auf die Therapie lasst sich keine statistisch signifikante Assoziation
von RUNX7-Mutationen mit dem Erhalt einer spezifischen Therapie erkennen
(P=0.1). Die 3 Patienten mit RUNX7-Mutation (100%) erhielten folgende
Therapien: Patient 1 mit der Mutation Exon 3 c.423_424insT erhielt Azacytidin und

Darbapoetin; Patient 2 mit der Mutation Exon 7 c.1028delT erhielt Azacytidin,
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Exjade und Aranesp und Patient 3 mit der Mutation Exon 8 ¢.1178_1179ins32bp
erhielt Aranesp und Exjade.

Von den Patienten ohne RUNX7-Mutation erhielten lediglich 46,9% eine
spezifische Therapie. Auch finden sich keine signifikanten Assoziationen bei
Patienten mit Mutationen im RUNX7-Gen zu Patienten mit RUNX7-Wildtyp in
Bezug auf Erhalt einer allogenen Stammzelltransplantation (P=1). Von den
Patienten mit RUNX7-Mutation erhielt keiner eine allogene Stammzell-

Transplantation- oder eine Supportivtherapie (P=0.3)(sieche Tabelle 46).

Tabelle 46: Assoziation von RUNX17-Mutationen mit Therapie bei Patienten
mit Myelodysplastischem Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013).
MUT=mutiert, WT=Wildtyp, n=Anzahl, TX=Transplantation, P=P-Wert.

Charakteristika RUNX1 MUT RUNX1 WT P
Spezifische Therapie 0.11
ja, n (%) 3 (100) 53 (46,9)
nein, n (%) 0 60 (53,1)
Allogene Stammzell-TX 1
ja, n (%) 0 11 (9,7)
nein, n (%) 3 (100) 102 (90,3)
Supportivtherapie 0.28
ja, n (%) 3 (100) 67 (59,3)
nein, n (%) 0 46 (40,7)

Bezlglich der Gesamtuberlebensrate und der Zeitspanne bis zum Auftreten einer
AML war kein statistisch signifikanter Zusammenhang zu sehen (P=0.9 flr
Gesamtiiberlebenszeit; P=0.5 fur leukamiefreies Uberleben) (siehe Abbildung 22),
wobei auch hier die eingeschrankte statistische Aussagekraft aufgrund der

geringen Fallzahl zu benennen ist.
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve in Bezug auf das (A) Gesamtuberleben und
(B) leukamiefreies Uberleben bis zum Ubergang in eine akute myeloische
Leukdmie von Patienten mit RUNX7-Mutation (=MUT) im Vergleich zu Patienten
mit RUNX1-Wildtyp (=WT), erhoben bei Patienten mit Myelodysplastischem
Syndrom (Universitatsklinikum Ulm, 2007-2013). n=Anzahl, P=P-Wert.

Insgesamt war die statistische Aussagekraft fur die Korrelationen der
Genmutationen mit klinischen Parametern aufgrund der sehr kleinen Fallzahlen
eingeschrankt. Dennoch war es moglich, die bisherigen Ergebnisse zur Inzidenz
und maoglichen prognostischen Bedeutung von Mutationen in ASXL1, SRSF2 und
RUNX1 aus anderen Studien weitgehend zu bestatigen und somit die Relevanz
dieser Genmutationen zur Riskoeinteilung und damit Prognosevorhersage weiter

aufzuzeigen und zu belegen.
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4. Diskussion

4.1 Verwendetes Material und Methodik

In dieser Arbeit wurde der Mutationsstatus von 116 MDS-Patienten aus dem
Ulmer MDS-Register mit Hilfe von PCR, Fragmentanalyse und Sequenzierung auf
das Vorhandensein von Mutationen im ASXL71-, SRSF2- und RUNX17-Gen
untersucht. Dabei wurde entweder die DNA des Knochenmarks oder die des
peripheren Blutes analysiert und jeweils das am frihesten vorhandene Material
verwendet (Enthnahme zum Diagnosezeitpunkt oder bei Aufnahme in das Ulmer
MDS-Register). Diese Unterschiede im Zeitpunkt der Materialasservierung und der
Diagnosestellung konnten zu Unterschieden in der Haufigkeit des Auftretens von
Mutationen gefuhrt haben. Ebenso konnte das verwendete Material hier eine Rolle
spielen, wenngleich nur in 7 Fallen peripheres Blut verwendet wurde. In der Arbeit
von Papaemmanuil et al. 2013 konnte jedoch gezeigt werden, dass die Quelle der
DNA (Knochenmark oder peripheres Blut) keinen signifikanten Unterschied auf die
Verteilung der sogenannten ,Driver‘-Mutationen hat.

Insgesamt fanden wir bei 20 der 116 Patienten (17,2 %) mindestens eine der drei
untersuchten Mutationen, davon traten bei drei Patienten 2 und einer Patientin 3
der von uns untersuchten Mutationen simultan auf. In zwei grofReren Studien von
Haferlach (n=944, 104 Gene untersucht) sowie Papammanueil (n=738, 111 Gene
untersucht) wurden mittels Next Generation Sequencing bei bis zu 80-90% der
Patienten mindestens eine onkogene Mutation gefunden (Haferlach et al. 2014;
Papaemmanuil et al. 2013). Davon hatten bei Papaemmanuil et al. 2013 78% der
Patienten mindestens eine onkogene Mutation, 43% hatten 2 oder 3 onkogene
Mutationen und 10% der Patienten 4 bis 8 onkogene Mutationen. Bei Haferlach et
al. 2014 hatten 89,5% der Patienten mindestens eine onkogene Mutation mit
einem Median von 3 (0-12) Mutationen pro Probe. Dies deutet auf eine hohe
Mutationshaufigkeit in verschiedenen Genen bei MDS-Patienten hin, wobei die am
haufigsten mutierten Gene (>10%) TET2, SF3B1, ASXL1, SRSF2, DNMT3A und
RUNX1 waren (Haferlach et al. 2014).

In der hier vorliegenden Arbeit handelte es sich um eine relativ kleine
Patientenkohorte, da sich das Ulmer MDS-Register noch im Aufbau befindet. Es

67



wurden 3 der am haufigsten mutierten Marker ausgewahlt und diese deskriptiv
analysiert.

Im Gegensatz zu den grof3en publizierten Studien zu dem Thema ,Molekulare
Marker bei MDS’ wurde hier mit der konventionellen Sequenzierung nach Sanger
gearbeitet, wahrend die groRen Studien Next Generation Sequencing (NGS)
(Papaemmanuil et al. 2013, Haferlach et al. 2014) verwendet haben. Bei Next
Generation Sequencing ist die Sensitivitat zur Entdeckung von Mutationen hoher
als bei der Sequenzierung nach Sanger. Bei der Sanger-Methode werden nur
Mutationen entdeckt, die in mehr als ca. 7% der untersuchten Zellen vorhanden
sind (Lionetti et al. 2014). Im Gegensatz dazu werden bei NGS auch Mutationen
mit einer Inzidenz von 0.5 bis 1% aufgrund der héheren Sensitivitat detektiert, was
zu einer Erhéhung der Inzidenzrate fuhrt (Lionetti et al. 2014; Sensitivitat bei
Papaemmanuil et al. 2013: 95,2%; Haferlach et al 2014: 99,4% overall
concordence). Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den verwendeten
Methoden ist, dass mittels NGS in der Regel viele Gene gleichzeitig untersucht
werden kénnen wie z.B. in der Arbeit von Papaemmanuil et al (2013), in der
insgesamt Mutationen in 111 Genen untersucht wurden.

Als weitere Ursache der abweichenden Inzidenzraten dieser Arbeit im Vergleich
zu anderen Studien wurde fur ASXL1 nur Exon 12 untersucht und dies mit Hilfe
der GeneScan-Analyse, bei welcher nur Frameshift-Mutationen nachgewiesen
werden, sodass die in diesem Gen (etwa in etwa 30% der Falle) als Punktmutation
auftretende Mutationen nicht entdeckt wurden.

In Hinblick auf das Alter der Patienten lag das mediane Alter in dieser Studie bei
65,2 Jahren (der jungste Patient war 32,6 J, der alteste 84,3 J alt). In der Studie
von Papaemmanuil et al. 2013 war das durchschnittliche Alter 68J (+ standard
deviation 13 J), bei Haferlach et al. 2014 der Median des Alters 72,8 J (23,3-90,8
J).

Ein weiterer Aspekt, der zu bertcksichtigen ist, ist die Tatsache, dass es sich bei
dieser Studie um eine Kohorte handelt, die Uberwiegend kaukasischer Herkunft
ist. Ethnische Unterschiede zwischen den verschiedenen Studien konnten daher

einen Einfluss auf die Haufigkeit der detektierten Mutationen haben.
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4.2 ASXL1

4.2.1 Haufigkeit von ASXL17-Mutationen, Lokalisation und Mutationstyp

In unserer Kohorte fand sich bei 11 von 116 Patienten (9,5%) eine ASXL1-
Mutation; in der Literatur sind Haufigkeiten von ASXL 1-Mutationen von bis zu 15-
20% zu finden (Thol et al. 2011: 20,7% (40 von 193 untersuchten Patienten mit
MDS); Cazzola et al. 2013 (review) und Raza u. Galili 2012(review): 15-20%;
Pellagatti u. Boultwood 2015 (review): 11-15%, Bejar et al. 2011: 14,4% (63/439).
Eine mogliche Ursache konnte in der Methodik liegen: In der vorliegenden Studie
wurden die  ASXL7-Mutationen  mittels = Fragmentlangenanalyse  und
anschliellender Sequenzierung detektiert, wahrend beispielsweise bei Thol et al.
2011 und den neueren NGS-basierten Studien (z.B. Haferlach et al. 2014;
Papaemmanuil et al. 2013) das ASXL 7-Gen direkt sequenziert und somit auch die
Punktmutationen, die nicht zu Fragmentlangenunterschieden fuhren, identifiziert
wurden. Des Weiteren wurde in dieser Studie nur Exon 12 und nicht das gesamte
ASXL1-Gen untersucht, wodurch weitere Mutationen in den anderen Exonen des
Gens nicht detektiert werden. Ein weiterer Aspekt ist, dass beispielsweise in der
Studie von Cazzola et al. 2013 auch CMML-Patienten zu MDS gezahlt wurden,
welche Mutationen im ASXL7-Gen besitzen, was ebenfalls die Inzidenzrate
erhoht. In der CMML kommen ASXL17-Mutationen gehauft vor (v.a.
myeloproliferative CMML, Gelsi-Boyer et al. 2010; bei Abdel-Wahab et al. 2011:
20%; bei Boultwood et al. 2010: 33%); in unsere Studie wurden keine Patienten

mit CMML aufgenommen.

Im Einklang mit den publizierten Studien befinden sich die Mutationen im ASXL1-
Gen in dieser Arbeit alle auf Exon 12, vor allem in der glycin-reichen Region
(Boultwood et al. 2010). Von den in dieser Studie entdeckten 11 Mutationen
befinden sich ebenfalls 10 (90,9%) in dieser glycinreichen Region. Dabei handelt
es sich bei allen ASXL7-Mutationen um Frameshift-Mutationen, da die Methodik
des GeneScan angewendet wurde (siehe oben). Aufgrund des haufigen
Auftretens von Frameshift-Mutationen im ASXL7-Gen in Exon 12 [z.B. 70%
(28/193) Frameshift-Mutationen im Vergleich zu 30% (12/193) heterozygoten
Punktmutationen (alles Missense-Mutationen) bei Thol et al. 2011] stellt diese
Diagnostik in dieser Region eine gute Methodik fur sensitive Detektions-Arrays dar

(Boultwood et al. 2010). Auch in der Studie von Chen et al. 2014 wurden bei
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22,7% (106/466) Patienten ASXL1-Mutationen gefunden, davon hatte der Grofteil
der Patienten (n=96/466) Frameshift-Mutationen, 10/466 Patienten hatten
Nonsense-Mutationen.

4.2.2 Assoziationen von ASXL1-Mutationen mit klinischen Charakteristika
und molekularen Markern

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Trend fur eine Assoziation von ASXL17-
Mutationen mit erniedrigten Thrombozytenwerten beobachtet (P=0.1). Bejar et al.
2011 untersuchten in ihrer Studie unter anderem den Effekt von ASXL7-
Mutationen auf Thrombozytenwerte. Es waren bei nahezu 80% der Patienten
Thrombozytenwerte unter 150 x 10¥L zu messen, diese Assoziation war jedoch
nicht statistisch signifikant.

AulRerdem zeigten Patienten mit ASXL 7-Mutation in unserer Kohorte im Vergleich
zu Patienten ohne ASXL7-Mutation nominal hohere, jedoch nicht statistisch
signifikante (P=0.11) neutrophile Granulozytenwerte. Dies wurde unseres Wissens

in anderen Studien bislang nicht beschrieben.

Im Hinblick auf das gemeinsame Auftreten verschiedener molekularer Marker
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Mutationen im ASXL7-Gen gehauft
zusammen mit Mutationen im RUNX7-Gen vorkommen (P=0.02). Zuséatzlich
wurde ein Trend zum gemeinsamen Auftreten von ASXL 7- mit SRSF2-Mutationen
beobachtet (P=0.07). Dieses Ergebnis ist im Einklang mit neueren Arbeiten,
welche statistisch signifikante Korrelationen von ASXL7-Mutationen mit
Mutationen in RUNX1 (Chen et al. 2014) und SRSF2 (Haferlach et al. 2014; Chen
et al. 2014) beschrieben haben.

Analog dazu wurden diese Korrelationen von ASXL171-Mutationen mit RUNX1-
Mutationen auch bei der AML beschrieben [Paschka et al. 2015 (n=1696, Alter 18-
61J), Schnittger et al. 2013 (n=740, Alter 18-100J)]. Hier hatten in der Studie von
Paschka et al. 2015 30% (31/103) der Patienten mit ASXL7-Mutation eine
genetische Abnormalitat im RUNX17-Gen [n=22 (71%) mit somatischer Mutation,
n=9 (29%) mit t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1-Fusion], Bei den Patienten mit
somatischer Mutation im RUNX17-Gen wie auch im ASXL7-Gen prasentierten sich
15 (48,4%) Patienten mit einer de novo-AML, 5 (16,1%) Patienten hatten eine
sekundare AML und 1 (3%) Patient eine therapieassoziierte AML. Auch bei
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Schnittger et al. 2013 zeigte sich ein gehauftes gemeinsames Auftreten von
ASXL1-Mutationen mit RUNX7-Mutationen, 7,6% (56/740) Patienten hatten
sowohl eine ASXL1- als auch eine RUNX17-Mutation.

4.2.3 ASXL1-Mutationen im Kontext der MDS-Klassifikation sowie der
Prognosescores IPSS und IPSS-R

In Ubereinstimmung zu publizierten Daten fanden sich ASXL7-Mutationen in der
hier vorliegenden Arbeit mehrheitlich bei denjenigen Patienten, die in die MDS-
Subtypen RAEB und RCMD eingeteilt worden waren (6/11, nicht signifikant,
P=0.36). Eine derartige Haufung von ASXL7-Mutationen bei den MDS-Subtypen
mit hdherem Risiko (RAEB und RCMB) wurde auch von Cazzola et al. 2013
(Cazzola et al. 2013, review, Tabelle 3) sowie Boultwood et al. 2010, beschrieben.
Dabei ist die Mutationshaufigkeit von ASXL17 in den frihen Risiko-Stufen von MDS
niedrig, bei den spaten Risiko-Stufen (RAEB | und Il) sowie bei sekundarer AML,
de novo AML und CMML jedoch deutlich hdher (Boultwood et al. 2010). In der
Studie von Boultwood et al. 2010 wurden 300 Patienten mit MDS, AML oder
CMML sowie 111 gesunde Kontrollen auf Mutationen im ASXL7-Gen mit Hilfe von
Sequenzierung nach Sanger untersucht. Insgesamt wurden bei 62/300 Patienten
(21%) ASXL1-Mutationen gefunden. Davon hatten beispielsweise 5/79 (6%) MDS-
Patienten mit Refraktarer Anamie, 17/55 (31%) mit Refraktarer Anamie mit
Blastenexzess (RAEB |, Il) und 17/67 (25%) mit einer AML jeweils eine Mutation
im ASXL1-Gen. Hierbei zeigt sich die oben beschriebene Haufung von ASXL1-
Mutationen vor allem in den spaten Risiko-Stufen des MDS bzw. der AML.

4.2.4 Assoziationen von ASXL1-Mutationen mit der Therapie und deren
prognostische Bedeutung

In dieser Studie erhielten 81,8% der Patienten mit ASXL7-Mutation eine
spezifische Therapie wie beispielsweise Revlimid (=Lenalidomid,
Immunmodulator), Thalidomid (Immunmodulator) oder Azacytidin (=Pyrimidin-
Analogon, zytostatisch wirkend), wahrend nur 44,76% ohne ASXL1-Mutation eine
spezifische Therapie erhielten (P=0.03). Ob ein Patient eine spezifische,
immunmodulierende Therapie wie Lenalidomid, Azacytidin oder Chemotherapie

erhalt, hangt von Faktoren wie Alter, Symptomen und Vortherapien ab. Grund fur
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den haufigeren Einsatz spezifischer, immunmodulierender Therapie bei Patienten
mit ASXL1-Mutation kdnnte sein, dass diese Patienten im Vergleich zu Patienten
ohne ASXL1-Mutation vermehrt klinische Symptome z.B. aufgrund von einer
erhohten Rate an Zytopenien aufweisen und deswegen haufiger eine spezifische
Therapie begonnen wurde.

In dieser Studie wurde, eventuell bedingt durch die geringe Fallzahl, keine
statistisch signifikante Assoziation von Mutationen im ASXL7-Gen und dem
Einfluss dieser auf leukdmiefreies Uberleben oder das Gesamtiiberleben
gefunden. Fur ASXL71 lasst sich jedoch ein Trend zu einem erniedrigten
leukamiefreien Uberleben erkennen und steht damit im Einklang mit den Daten
von Thol et al. 2011, welche in 193 Patienten einen Zusammenhang von ASXL1-
Mutationen mit vermindertem leukamiefreiem Uberleben und einem verminderten
Gesamtuberleben bei MDS-Patienten beschrieb. Ebenfalls beobachtete Bejar und
Kollegen 2011 ein vermindertes Gesamtiiberleben (Finfjahresiberleben (5-JU):
1,33 Jahre bei Patienten mit einer ASXL7-Mutation vs. 1,86 Jahre der gesamten
Kohorte) bei 439 Patienten mit MDS.

Eine Patientin der vorliegenden Studie wies Mutationen in allen drei untersuchten
Genen, ASXL1, SRSF2 und RUNX1 auf. Diese Patientin hatte den aggressiveren
MDS-Subtyp RCMD, wurde nach IPSS in Intermediate | eingestuft, hatte jedoch
nach FISH-Analyse keine Chromosomenanomalien. Sie wurde mit den
Darbapoetin und Azacytidin behandelt.

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen und der relativ niedrigen Inzidenz der
Genmutationen im ASXL7-Gen konnten in dieser Studie keine statisch
aussagekraftigen Analysen durchgefuhrt werden. Jedoch bedeutet dieser fehlende
Nachweis einer statistischen Signifikanz nicht, dass es hier keine Korrelation mit
den verschiedenen Endpunkten, insbesondere dem Gesamtuberleben, gibt.

4.3 SRSF2

4.3.1 Haufigkeit von SRSF2-Mutationen, Lokalisation und Mutationstyp
Eine SRSF2-Mutation fand sich bei 11 der 116 Patienten (9,5%); somit ist die
Inzidenz in unserer Kohorte etwas geringer als die in den publizierten Studien in
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denen bei ca. 10-20% der MDS-Patienten Mutationen im SRSF2-Gen gefunden
wurden (Cazzola et al. 2013. Papaemmanuil et al. 2013: 14%; Pellagatti u.
Boultwood 2015: 12-15%). Die héhere Mutationsfrequenz bei Papaemmanuil im
Vergleich zu der vorliegenden Studie konnte damit zusammenhangen, dass in
ihrer Studie auch Patienten mit CMML (9%) und MDS-AML (5%) mit einbezogen
wurden. Vor allem bei CMML ist eine erhohte Inzidenz an SRSF2-Mutationen
(Inzidenz: 28,4%) beschrieben (Yoshida et al. 2011). Patienten mit CMML oder
MDS-AML wurden in unserer Studie nicht mit einbezogen. Des Weiteren kdnnte,
auch wie oben beschrieben, die Methodik einen moglichen Einfluss haben. In
diesen Studien wurde meist Next Generation Sequencing (Papaemmanuil et al.
2013: whole genome amplification) durchgefihrt, womit auch Mutationen mit einer
Mutationsfrequenz unter 5% detektiert werden kdnnen (siehe 4.1).

Die haufigste Lokalisation fur SRSF2-Mutationen ist das Kodon P95 in Exon 1
(Thol et al. 2012); hier waren 10 der 11 SRSF2-Mutationen dieser Arbeit
lokalisiert; eine Mutation wurde im Kodon P96 detektiert. 6 dieser Mutationen
waren Punktmutationen, 3 Insertionen und 2 Deletionen. Im Einklang dazu wurde
bei Thol et al. 2012 beschrieben, dass es sich bei Mutationen im SRSF2-Gen vor
allem um heterozygote Punktmutationen handelt. In dieser Studie wurden 193
Patienten mit MDS mit Hilfe von Sequenzierung nach Sanger untersucht. Davon
hatten ingesamt 24/193 (12.4%) der Patienten eine Mutation im SRSF2-Gen, von
diesen wiesen wiederum 19 Patienten eine heterozygote Punktmutation (18 davon
in Kodon P95, 1 in Kodon P96) und 5 Patienten eine Frameshift-Mutation in Kodon
P95 auf.

4.3.2 Assoziationen von SRSF2-Mutationen mit klinischen Charakteristika
und molekularen Markern

Bei den klinischen Charakteristika der Patienten dieser Studie liel3 sich ein Trend
fur eine Assoziation von SRSF2-Mutationen mit einem hoheren Alter der Patienten
feststellen. Durchschnittlich waren Patienten mit SRSF2-Mutation 71,1 Jahre alt,
wahrend Patienten ohne SRSF2-Mutation 65,9 Jahre alt waren (P=0.08). In
Ubereinstimmung dazu beschrieben Wu et al. 2012, dass SRSF2-Mutationen
ebenfalls mit einem hdherem Alter assoziiert waren (Alter der Patienten mit
SRSF2-Mutation: Median 74,5 J vs. Alter der Patienten ohne SRSF2-Mutation:
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Median 63 J, P<0.001). In dieser Studie wurden 233 Patienten mit MDS
untersucht, hier hatten 34/233 (14,6%) eine Mutation im SRSF2-Gen. Bei Damm
et al. 2012 waren SRSF2-Mutationen aullerdem mit Neutropenie und
Thrombozytopenie assoziiert. Hier wurden 221 Patienten mit MDS untersucht.
Davon hatten 25/221 (11,1%) eine Mutation im SRSF2-Gen, diese Patienten
prasentierten sich mit einer erniedrigten Anzahl an neutrophilen Granulozyten
(Median: 1,1 vs. 2,3 x 10%L) und Thrombozyten (Median: 88 vs. 165 x 10%/L). Die
Assoziation von SRSF2-Mutationen mit Neutropenie und Thrombozytopenie war
jedoch in unserer Studie nicht statistisch signifikant. Bei der Anzahl der
Thrombozyten (Median: 76 vs. 153 x 10%L) ist in der hier vorliegenden Arbeit
nominal eine Assoziation vorhanden, jedoch nicht statistisch signifikant (P=0.17),
bei der Anzahl der neutrophilen Granulozyten war kein Unterschied zu sehen
(Median: 1,54 vs. 1,36 x 10%/L, P=0.58).

Eine mdgliche Assoziation (P=0.07) des gemeinsamen Auftretens von ASXL1-
und SRSF2-Mutationen bei MDS Patienten wurde schon in Kapitel 4.2.3
beschrieben. Ein gemeinsames Auftreten von ASXL1- und SRSF2-Mutationen bei
MDS-Patienten wurde von verschiedensten Arbeitsgruppen untersucht (Nagata et
al. 2011; Wu et al. 2012; Thol et al. 2012; Haferlach et al. 2014). Zusatzlich wurde
ein gemeinsames Auftreten von SRSF2 zusammen mit RUNX1 oder IDH2
beschrieben (Thol et al. 2012). In der vorliegenden Studie war allerdings nur bei
einer von drei Personen RUNX1, ASXL1 und SRSF2 gemeinsam (siehe oben)

mutiert.

4.3.3 SRSF2-Mutationen im Kontext der MDS-Klassifikation sowie der
Prognosescores IPSS und IPSS-R

Statistisch signifikant war die Einstufung der Patienten mit einer SRSF2-Mutation
in eine héhere Stufe nach IPSS (P=0.01). Wahrend Patienten ohne SRSF2-
Mutation zu 76,2% in die Stufen Low und Intermediate | eingestuft wurden, waren
nur 36,4% der SRSF2-mutierten Patienten in diese beiden unteren IPSS-Stufen
eingeteilt worden. Thol et al. 2012 konnten eine statistisch signifikante Assoziation
von SRSF2-Mutationen zu einem bestimmten IPSS-Risikoprofil nicht nachweisen.
Nach Cazzola et al. 2013 wurden SRSF2-Mutationen vor allem bei Patienten mit
den MDS-Subtypen RCMD und RAEB gefunden, welche zu den Hochrisiko-
Gruppen gehoren. Dies konnte in dieser Arbeit bestatigt werden: 8 der 11 (72,7%)
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Patienten mit SRSF2-Mutation waren in die MDS-Subtypen RCMD oder RAEB
eingeteilt. Insgesamt scheint das Vorhandensein einer SRSF2-Mutation bei MDS-
Patienten mit einem erhdhten Risikoprofil einherzugehen.

4.3.4 Prognostische Bedeutung von SRSF2-Mutationen

Ein Einfluss von SRSF2-Mutationen auf die leukamiefreie Uberlebenszeit oder die
Gesamtuberlebenszeit konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen
werden. Ursachlich hierfur konnte die kleine Patientenkohorte mit der geringen
Mutationsinzidenz sein. Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve zu leukamiefreiem
Uberlebenszeit (Abbildung 20 B) Iasst jedoch erkennen, dass SRSF2-Mutationen
mit einer kirzeren ereignisfreien Uberlebenszeit assoziiert sind und steht damit im
Einklang mit Thol et al. 2012, wo gezeigt wurde, dass SRSF2-Mutationen
schneller zu einer Transformation in eine sekundare AML fuhrten und das
Gesamtuberleben im Vergleich zu Patienten mit SRSF2-Wildtyp verklrzt war (5-
JU: 17% vs. 39%). Auch Qiu et al. 2016 fanden heraus, dass bei Patienten mit
Mutationen in den Splicing-Faktoren U2AF1, SRSF2 und SF3B1 unterschiedliche
Splicing-Pfade betroffen sind und diese unabhangig die MDS-Prognose und das
Risiko fur eine Transformation in eine AML beeinflussen (Qiu et al. 2016).

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen und der relativ niedrigen Inzidenz der
Genmutationen im SRSF2-Gen konnten in dieser Studie keine statisch
aussagekraftigen Analysen durchgefuhrt werden. Jedoch bedeutet dieser fehlende
Nachweis einer statistischen Signifikanz nicht, dass es hier keine Korrelation mit

den verschiedenen Endpunkten, insbesondere dem Gesamtuberleben, gibt.

4.4 RUNX1

4.4.1 Haufigkeit von RUNX1-Mutationen, Lokalisation und Mutationstyp

In dieser Arbeit fand sich bei 3 von 116 (2,6%) Patienten eine Mutation in den
untersuchten 8 Exonen des RUNX7-Gen. Im Vergleich dazu war in anderen
Studien bei etwa 10-15% der untersuchten MDS-Patienten RUNX7 mutiert
(Cazzola et al. 2013: 10%; Raza u. Galili 2012: 15%; Pellagatti u. Boultwood 2015:
10%, Bejar et al. 2011: 8,7%). Auch hier kénnte eine mdgliche Ursache der

geringeren Frequenz von RUNX7-Mutationen in dieser Studie eine niedrigere
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Sensitivitat im Vergleich zu den modernen Technologien wie NGS sein. Zudem
wurden in dieser Studie nur 8 der insgesamt 10 Exone des RUNX7-Gens
untersucht, sodass auch hierin eine Erklarung der niedrigeren Inzidenz liegen

konnte.

Die 3 beobachteten RUNX7-Mutationen befanden sich in Exon 3, 7 und 8; 2 dieser
Mutationen waren Insertionen und eine Mutation eine Deletion. Alle fuhrten zu
einer Verschiebung des Leserasters (Frameshift-Mutationen). Bei Patienten mit
AML sind Mutationen im RUNX1-Gen vor allem in den Exons 3, 4 und 8 zu finden
(Gaidzik et al. 2011; Gaidzik/ Teleanu et al. 2016). In der Studie von 2016 wurden
2439 Patienten mit AML auf RUNX7-Mutationen untersucht. Davon waren die
meisten Mutationen in den Exonen 3 (n=48), 4 (n=81) und 8 (n=63) lokalisiert.
Zusatzlich waren bei zwei Patienten SNPs (single nucleotide polymorphism) in
Exon 3 (cT357C, p.L56S) zu finden, wie sie auch bei Patienten mit AML oder
gesunden Menschen vorkommen (Langabeer et al. 2002).

4.4.2 Assoziationen von RUNX1-Mutationen mit klinischen Charakteristika
und molekularen Markern
Bei Bejar et al. 2011 wurde beschrieben, dass RUNX7-Mutationen mit
Thrombozytopenie assoziiert sind. In dieser Studie wurden 439 Patienten mit MDS
auf Mutationen im Knochenmarksaspirat untersucht, Mutationen im RUNX7-Gen
waren mit einer schweren Thrombozytopenie assoziiert (mehr als 50% der
Patienten mit RUNX7-Mutation (n=37) hatten weniger als 50 x 10%L
Thrombozyten). Dies war in unserer Studie nominal ebenfalls der Fall, jedoch nicht
statistisch signifikant (Median: 125 vs. 144 x 10%/L, P=0.64).
Wie schon unter 4.2.3 beschrieben, kamen in dieser Studie RUNX7-Mutationen
gehauft zusammen mit ASXL7-Mutationen vor (P=0.02). Diese Assoziation wurde
auch von Chen et al. 2014 beschrieben (32,4% vs. 6,8%, P<0.001).
AulRerdem lasst sich ein Trend zu einer Assoziation fur das gemeinsame Auftreten
von RUNX1-Mutationen mit SF3B7-Mutationen erkennen (P=0.08) und steht damit
im Einklang mit Lin et al. 2014. In dieser Studie wurden 479 Patienten mit MDS
auf Mutationen im SF3B71-Gen untersucht. Hiervon hatten 48/479 (10%) eine
Mutation im SF3B71-Gen und davon wiederrum 4 Patienten eine Co-Mutation im
RUNX1-Gen (P=0.61); in dieser Studie konnte jedoch ebenfalls keine statistische
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Signifikanz gezeigt werden. Auch Papaemmanuil 2015 beschreibt in einer
Prasentation der MDS-Foundation ein gehauftes Auftreten von RUNX1-
Mutationen gemeinsam mit SF3B7-Mutationen mit einer Inzidenz von 6%.

Bei Thol et al. 2012 wurde zusatzlich eine Assoziation von RUNX7-Mutationen
zusammen mit SRSF2-Mutationen beschrieben. Wie unter 4.3.2 erklart, konnte
dies jedoch aufgrund der geringen Anzahl an Fallen mit RUNX7-Mutation nicht
statistisch signifikant bestatigt werden.

4.4.3 RUNX1-Mutationen im Kontext der MDS-Klassifikation sowie der
Prognosescores IPSS und IPSS-R

Die drei Patienten mit einer RUNX7-Mutation wurden in die MDS-Subtypen RCMD
(n=2) und RAEB | (n=1) eingeteilt. Diese Haufung in diesen Subtypen ist in
Ubereinstimmung zu den Daten von Cazzola et al. 2013, wo Patienten mit
RUNX1-Mutationen ebenfalls vor allem in die Subtypen RCMD und RAEB
eingeteilt waren. In der hier vorliegenden Studie war diese Haufung jedoch nicht

statistisch signifikant (P=1).

4.4.4 Prognostische Bedeutung von RUNX7-Mutationen

Aufgrund der geringen mutierten Fallzahl konnten die Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven nicht aussagekraftig interpretiert werden. Bei Bejar et al. 2011
wurde beschrieben, dass Mutationen im RUNX7-Gen mit einem kirzeren
Gesamtiiberleben assoziiert sind (Mediane Uberlebensdauer: 1,16J vs. 1,86J).
Auch bei der AML sind Mutationen im RUNX7-Gen mit einer schlechteren
Prognose assoziiert, was sich in einer verkurzten ereignisfreien Zeit (2 Monate vs.
8,2 Monate) und auch einer verkirzten Gesamtuberlebenszeit (Mediane
Uberlebensdauer: 13,3 Monate vs. 21,2 Monate) zeigt (Gaidzik/ Teleanu et al.
2016).

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen und der relativ niedrigen Inzidenz der
Genmutationen im RUNX7-Gen konnten in dieser Studie keine statisch
aussagekraftigen Analysen durchgefuhrt werden. Jedoch bedeutet dieser fehlende
Nachweis einer statistischen Signifikanz nicht, dass es hier keine Korrelation mit

den verschiedenen Endpunkten, insbesondere dem Gesamtuberleben, gibt.
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4.5 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Dissertation konnten die bisherigen Ergebnisse zur Inzidenz
und moglichen prognostischen Bedeutung von Mutationen in ASXL1, SRSF2 und
RUNXT1 aus anderen Studien weitgehend bestatigt werden und somit die Relevanz
dieser Genmutationen zur Riskoeinteilung und damit Prognosevorhersage
aufgezeigt und weiter belegt werden. Eine umfassende Mutationsanalyse des
MDS bei Diagnosestellung konnte daher eine verbesserte Risikoabschatzung, und
dadurch eine verbesserte Therapiewahl erlauben und somit den
Krankkheitsverlauf positiv beeinflussen. Bezuglich der Therapie sollte daher
erwagt werden, bei Patienten mit positivem ASXL1, SRSF2 oder (RUNX1)-
Mutationsstatus eine intensivere Therapie mit z.B. immunmodulatorischen
Substanzen, Chemotherapeutika oder Stammzelltransplantation zu wahlen.
Jedoch handelt es sich bei diesen drei Genen nicht um die einzig relevanten
Gene, es sollten weitere Gene, wie beispielsweise TP53 oder SF3B1 sowie auch
die Beurteilung der Zytogenetik in Kombination betrachtet werden und in die
Risikoabschatzung mit einflie3en. Hier bieten sich die neuen Sequenziertechniken
wie das NGS an, mit Hilfe dessen einen Vielzahl von Genen gleichzeitig mit hoher
Sensitivitat untersucht werden kann. Ein wichtiger Schritt ware es jedoch, die
klinisch relevanten Genmutationen in die derzeit aktuellen Risiko-Scores

aufzunehmen.
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5. Zusammenfassung

Myelodysplastische Syndrome (MDS) gehoéren zu einer Gruppe hamatologischer
Erkrankungen, die haufig bei Menschen in hoherem Alter vorkommen. Hierbei
handelt es sich um eine klonale Erkrankung, die zu einer Veranderung der
Knochenmarksstammzelle fihrt und nachfolgend zu Dysplasien, Differenzierungs-
und Wachstumsstorungen der Knochenmark- und Blutzellen. Dies resultiert in
einer Erniedrigung von Blutzellen (Zytopenie): den Thrombozyten, Erythrozyten
und Leukozyten.

Wie auch bei anderen hamatologischen Erkrankungen konnte gezeigt werden,
dass Genmutationen in Knochenmark- oder Blutzellen einen signifkanten Einfluss
auf Entstehung, Verlauf und Prognose des MDS haben. Um bei Vorhandensein
dieser Mutationen besser und spezifischer therapieren zu kénnen ist es wichtig,
diese Mutationen genauer zu verstehen und ihren Einfluss auf diese Erkrankung
herauszufinden. Hierzu wurden in dieser Arbeit drei bei myeloischen Leukamien
relevante Genmutationen ausgewahlt und in Knochenmark- oder Blutzellen einer
Kohorte von 116 Patienten des Ulmer MDS-Registers mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), Fragmentanalyse und Sequenzierung nach Sanger
untersucht. Das Vorhandensein dieser Mutationen wurde danach mit
unterschiedlichen klinischen Charakteristika korreliert und deren Einfluss auf die
Erkrankung naher bestimmit.

Hierzu wurde jeweils das Material bei Diagnosestellung oder das frihstmdglichst
gewonnene Material untersucht (zum Zeitpunkt des Einschlusses in das Ulmer
MDS-Register). Bei der Untersuchung von ASXL71 wurde mit Hilfe einer
Fragmentanalyse auf das Vorhandensein einer  Frameshift-Mutation
vorselektioniert und nachfolgend mittels Sequenzierung nach Sanger verifiziert;
bei SRSF2 und RUNX1 wurden alle mittels PCR vervielfaltigten Gen-Produkte
(ohne Vorselektion) nach Sanger sequenziert.

In dieser Arbeit hatten 9,5% der Patienten eine Mutation im ASXL7-Gen. Diese
Mutationen befanden sich alle in Exon 12, welches in dieser Studie untersucht
wurde. Es konnte ein Trend fur eine Assoziation von ASXL7-Mutationen
zusammen mit erniedrigten Thrombozytenwerten gezeigt werden (P=0.1). Auch
fiel auf, dass Mutationen im ASXL1-Gen gehauft zusammen mit Mutationen im
RUNX1-Gen auftreten (P=0.02). Zusatzlich war ein Trend einer Assoziation von
einem gemeinsamen Auftreten von ASXL171-Mutationen zusammen mit SRSF2-
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Mutationen zu beobachten (P=0.07). 81,8% der MDS-Patienten mit ASXL1-
Mutation erhielten eine spezifische Therapie, wahrend nur 44,7% ohne ASXL1-
Mutation eine spezifische Therapie erhielten (P=0.03).

Mutationen im SRSF2-Gen hatten in dieser Arbeit 9,5% der Patienten; 10 dieser
11 Mutationen befanden sich auf Kodon P95 des Exon 1, eine Mutation auf Kodon
P96. Bei den klinischen Charakteristika der Patienten liel sich ein Trend fur eine
Assoziation von SRSF2-Mutationen mit einem hoheren Alter der Patienten
feststellen (P=0.08). Statistisch signifikant war die Einstufung der Patienten mit
einer SRSF2-Mutation in eine héhere Stufe nach IPSS (International Prognostic
Scoring System) (P=0.01).

2,6% der Patienten hatten eine Mutation im RUNX7-Gen. Die 3 Mutationen
befanden sich in Exon 3, 7 und 8; 2 dieser Mutationen waren Insertionen und eine
Mutation eine Deletion. Es konnte zusatzlich zur oben genannten Assoziation von
RUNX71-Mutationen mit ASXL7-Mutationen eine mdgliche Assoziation von
RUNX1-Mutationen mit SF3B71-Mutationen gezeigt werden (P=0.08).
Abschliessend konnte basierend auf dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Mutationen in den Genen ASXL1, SRSF2 und RUNX1 bei MDS-Patienten mit
einer vergleichbaren Inzidenz, wie in der Literatur beschrieben, nachweisbar sind.
Diese Mutationen zeigen zumindest im Trend nachweisbare Assoziationen mit
bestimmten klinischen Charakteristika, dem Gesamtuberleben und dem
leukamiefreien Uberleben auf. Somit bestatigen diese Ergebnisse letztendlich die
Daten der Literatur, auch wenn die Fallzahl in der hier verwendeten Studie relativ
klein war und eine statistisch signifikante Aussage dadurch nur eingeschrankt
moglich war. Die bislang existierenden Daten und die hier generierten Daten
bilden jedoch die Basis diese klinisch relevanten Genmutationen in die aktuellen
Risiko-Scores des MDS zu integrieren, mit dem Ziel eine verbesserte
Risikostratifizierung durchfuhren zu konnen. Dies wuirde wiederum mit einer
verbesserten Therapie beziehungweise einer auf das individuell basierte Risiko
beruhenden Therapie resultieren. Mit Hilfe der neuen Sequenziertechnologien
lasst sich eine grof3e Vielzahl von Genen gleichzeitig untersuchen, sodass die
Entwicklung so genannter diagnostischer Genpanel eine frihe Risikoeinschatzung
der MDS-Patienten erlauben wurde.
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