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5hmC 5-Hydroxymethylcytosin

5mC 5-Methylcytosin

ul Mikroliter

°C Grad Celsius

ABL v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
AG Arbeitsgruppe

AML akute myeloische Leukdmie

ASS Acetylsalicylsaure
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BCL6 B-Zell Lymphom 6 Protein

BCOR BCL-6 interacting corepressor

BCR breakpoint cluster region

bp "base pair", Basenpaar
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CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B

CBFB core-binding factor, beta

cDNA "complementary DNA", komplementare DNA
CDRs "common deleted regions", haufig deletierte Regionen
CML chronische myeloische Leukdamie

CNA "copy number alteration", Kopienzahlveranderung
CSR cycle sequencing reaction

CUX1 cut-like homeobox 1
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASIEN (MPN)

Bereits 1951 pragte William Dameshek den Begriff der "myeloproliferative disorders"
(MPD) und subsumierte darunter vier verschiedene Bluterkrankungen: die essentielle
Thrombozythamie (ET), die Polyzythdamia vera (PV), die primdre Myelofibrose (PMF)
sowie die chronische myeloische Leukdamie (CML) (Tefferi 2008). Diese Einteilung basierte
auf Blutbild- und Knochenmarkveranderungen sowie den damit verbundenen klinischen

Symptomen.

In der 2001 von der World Health Organisation (WHO) veroffentlichten Classification of
Tumors wurden erstmals genetische, zytochemische und immunphdnotypische
Informationen bei der Erstellung einer Klassifikation bericksichtigt (Jaffe et al. 2001). Um
aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnissen Rechnung zu tragen, wurde die Einteilung von
MPD im Jahre 2008 erneut von der WHO (iberarbeitet. Insbesondere die Identifizierung
der sog. Januskinase 2 (JAK2)-Mutation im Jahr 2005 (s. Kapitel 1.4.), deren Nachweis ein
wichtiger klonaler Marker fiir die Diagnose der oben genannten Entitaten ist, wurde zum
Anlass genommen, eine Anderung in der Terminologie vorzunehmen: Auf diese Weise
wurde der Begriff der myeloproliferativen Neoplasien (MPN) gepragt (Tefferi et al. 2011,
Vardiman et al. 2009).

Myeloproliferative  Neoplasien sind eine Gruppe heterogener, chronischer
Stammzellerkrankungen des Knochenmarks, denen die verstiarkte Produktion von
Blutzellen gemein ist. Sie kdnnen alle drei Zelllinien der Himatopoese betreffen und
weisen ein dementsprechend variables klinisches Erscheinungsbild auf (siehe Kapitel 1.2.
und 1.3.). Grundsatzlich lassen sich bei MPN BCR-ABL1-negative Entitdten von der BCR-
ABL1-positiven chronischen myeloischen Leukdamie unterscheiden (Tabelle 1). Innerhalb
der BCR-ABL1-negativen MPN werden ET, PV und PMF aufgrund ihres vergleichsweise

haufigen Vorkommens auch als , klassische MPN“ bezeichnet.



EINLEITUNG

Tabelle 1. Klassifikation der myeloproliferativen Neoplasien von 2008. Unterschieden wird hierbei

die BCR-ABL1-positive chronische myeloische Leukdmie (CML) von den BCR-ABLI-negativen Entitdten

MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASIEN (MPN)

chronische myeloische Leukdamie BCR-ABL1-positiv

Chronische Neutrophilenleukdmie N
Essentielle Thrombozythdamie
Polyzythdmia vera

Primdre Myelofibrose > BCR-ABL1-negativ
Chronische Eosinophilenleukdamie

Mastozytose

Unklassifizierbare MPN J

1.2 DIE BCR-ABL1-POSITIVE CHRONISCHE MYELOISCHE LEUKAMIE (CML)

Fir die CML ist vor allem eine Proliferation von reifen Granulozyten und deren
Vorlauferzellen im peripheren Blut und im Knochenmark charakteristisch. Die CML ist
eine seltene hamatopoetische Stammzellerkrankung mit einer Inzidenz von 1-2/100.000
Personen pro Jahr (Hehlmann et al. 2007). |hr liegt die Translokation t(9;22)(q34;q11),
auch bekannt als Philadelphia (Ph) Chromosom, zugrunde, die dazu fuhrt, dass ein Teil
des BCR-Gens von Chromosom 22 mit dem auf Chromosom 9 gelegenen ABL1-Gen
fusioniert. Das so entstandene BCR-ABLI1-Fusionsgen codiert nun flr eine konstitutiv

aktive Tyrosinkinase und ist fiir die Entstehung der CML urséachlich (Ren 2005).

Das Ph-Chromosom und/oder das BCR-ABL1-Fusionsgen haben charakteristische klinische
und morphologische Veranderungen zur Folge und werden deshalb als Hauptkriterium
zur Diagnosestellung der CML herangezogen (Vardiman et al. 2009). Gleichzeitig bietet
die vorliegende genetische Aberration einen wertvollen therapeutischen, zielgerichteten
Ansatz: So werden mit oral verfiigbaren Tyrosinkinaseinhibitoren wie z.B. Imatinib,
Dasatinib und Nilotinib, deren Target das BCR-ABL1-Fusionsprotein durch Blockierung der
ATP-Bindungsstelle ist, hohe Remissionsraten und ein verbessertes Gesamtiiberleben bei

der Behandlung der CML erzielt (Druker et al. 2001).
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1.3 DIE BCR-ABL1-NEGATIVEN MYELOPROLIFERATIVEN NEOPLASIEN

Im Gegensatz zur CML, bei der das BCR-ABL1-Fusionsgen schon lange ein diagnostisches
Kriterium darstellt, dienten bei den BCR-ABLI-negativen MPN Uber viele Jahrzehnte
lediglich klinische, morphologische und/oder laborchemische Eigenschaften zur
Diagnosesicherung. Mit der o.g. 2008 veroffentlichten WHO-Klassifikation dnderte sich
dies. Der Grund hierfir ist die Erkenntnis, dass auch bei diesen Entitaten genetische
Aberrationen (v.a. die JAK2 V617F Mutation) als diagnostische Marker herangezogen
werden kénnen. So ist es moglich, bei einem liberwiegenden einem Teil der Patienten
eine klonale Proliferation nach zu weisen und diese Krankheitsbilder von reaktiven

Prozessen abzugrenzen (Vardiman et al. 2009).

Grundsatzlich handelt es sich bei den im Folgenden beschriebenen klassischen MPN um
langsam progrediente, chronische Erkrankungen; in einem Teil der Falle kann es aufgrund
genetischer Instabilitdt der Leukdmiezellen zu einer Transformation in eine sekundare
akute myeloische Leukamie (sAML) kommen. Charakteristisch daflir ist ein Blastenschub,
also eine exzessive Produktion unreifer Vorstufen von Blutkdrperchen, der mit einer sehr

schlechten Prognose fiir den Patienten verbunden ist.

1.3.1 ESSENTIELLE THROMBOZYTHAMIE (ET)

Die ET ist eine seltene Erkrankung, deren Inzidenz mit 1,5/100.000 Personen pro Jahr
angegeben wird. Das mediane Alter bei einer ET-Erstdiagnose liegt zwischen dem 50. und
60. Lebensjahr (Berger et al. 2011b). Sie ist charakterisiert durch eine anhaltende
Thrombozytose im peripheren Blut, bedingt durch megakaryozytdre Proliferation im

Knochenmark (Tabelle 2).
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Tabelle 2. Diagnosekriterien von 2008 fiir die Essentielle Thrombozythamie (ET)

DIAGNOSEKRITERIEN DER ET

ET, wenn alle vier Kriterien erfillt sind

1) Thrombozyten anhaltend >450 x10°/L

2) im Knochenmarksbiopsat hauptsachlich megakaryozytare Proliferation
mit vergroRerten, reifen Megakaryozyten

3) Nichterfullung der WHO Kriterien fiir PV, PMF, BCR-ABL1-pos. CML,

MDS oder andere myeloische Neoplasien

4) JAK2 V617F Mutation, oder fehlender Nachweis einer reaktiven Thrombozytose

Betroffene Patienten sind meist asymptomatisch und werden oft nur im Rahmen einer
Routineuntersuchung entdeckt. Wenn klinische Symptome auftreten, dann handelt es
sich in der Regel um Thrombosen oder Kribbelparasthesien (Campbell et al. 2005).
Paradoxerweise kommt es besonders bei einer sehr hohen Anzahl von Blutplattchen
vermehrt zu Blutungskomplikationen; dieser Umstand ist durch den dann groBen Anteil
von funktionsuntlichtigen Thrombozyten zu erklaren, die durch ein begleitendes,

erworbenes von Willebrand-Syndrom bedingt sind.

Firr die ET steht keine kurative Medikation zur Verfligung, sodass mit symptomatischen
TherapiemalRlnahmen die thrombohamorrhagische Komplikationsrate gesenkt werden
soll. Das Auftreten von Mikrozirkulationsstorungen (z.B. Kribbeln, Migrane oder
Sehstorungen) wird mit niedrigdosierter Acetylsalicylsaure (ASS) behandelt. Trifft einer
der drei Risikofaktoren aus Thrombozytose >1.500.000/ul, Alter >60 Jahre oder
stattgehabtes thrombohdmorrhagisches Ereignis im Rahmen der ET zu, so wird die
Indikation zur zytoreduktiven Behandlung gestellt. Hierbei kommen meistens

Hydroxyurea, Anagrelid oder Interferon-a. zum Einsatz (Barbui et al. 2011a).

Bei Diagnosestellung lassen sich keine sicheren Aussagen dariiber machen, welche ET-
Patienten in eine post-ET Myelofibrose transformieren werden und wie hoch das
individuelle Risiko fiir den Ubergang in eine sAML ist. Daten hierzu wurden vor allem
retrospektiv gewonnen. Von besonderer Bedeutung zur Abschatzung des Risikos einer
fibrotischen Transformation ist die Abgrenzung der ET von der préfibrotischen Phase der

primaren Myelofibrose (PMF), die nur anhand der Knochenmarkhistologie moglich ist. ET-
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Patienten gehen vergleichsweise seltener in eine post-ET MF (iber oder erfahren eine
Transformation in eine sAML. Die Ergebnisse einer 2011 veroffentlichten Studie, die 891
ET-Patienten untersucht hatte, beschreiben 15 Jahre nach Diagnosestellung eine
Progressionsrate von 9,3% und eine Transformationsrate von 2,1% (Barbui et al. 2011b).

Dieselbe Studie gibt die 15-Jahres-Uberlebensrate mit 80% an; medikament®s adiquat
eingestellte ET-Patienten haben somit eine gute Prognose, die in etwa der der

Normalbevoélkerung entspricht.

1.3.2  POLYZYTHAMIA VERA (PV)

Die PV ist eine seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 1-2/100.000 Personen pro Jahr
und einem Altersgipfel zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr (Berger et al. 2011a). Eine
Erythropoietin(EPO)-unabhéangige, neoplastische Proliferation im Knochenmark fiihrt bei
dieser Erkrankung zu einer Uberproduktion von Erythrozyten und in geringerem AusmaR
von Thrombozyten und Granulozyten (Tabelle 3). Daher lassen sich im Gegensatz zu
sekundaren Polyzythdmien, die zum Beispiel im Rahmen von Hypoxamien,
Nierenerkrankungen, Ventilationsstérungen oder paraneoplastischen Prozessen auftreten

konnen, keine erhohten EPO-Spiegel im Blut nachweisen.

Tabelle 3. Diagnosekriterien von 2008 fiir die Polyzythdamia vera (PV)

DIAGNOSEKRITERIEN DER PV

PV wenn
a) beide Hauptkriterien und ein Nebenkriterium oder

b) das erste Hauptkriterium und zwei Nebenkriterien erfiillt sind

HAUPTKRITERIEN
1) H&moglobin >18,5 g/dl bei Mannern, >16,5 g/d| bei Frauen oder
Hamatokrit Gber 99. Perzentile

2) JAK2 V617F Mutation oder JAK2 Exon 12 Mutation

NEBENKRITERIEN

1) hyperzelluldres Knochenmark mit Proliferation aller drei Zelllinien
(Panmyelose)

2) Serum Erythropoietin-Level unterhalb des Referenzbereichs

3) endogene erythroide Kolonie-Formation in vitro
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PV-Patienten leiden vor allem unter Symptomen wie arterieller Hypertonie oder Plethora,
und die haufigsten Komplikationen sind auch hier Thrombosen und Blutungen.
Therapeutisch stehen die Symptomreduktion und die Risikominderung im Vordergrund:
Alle symptomatischen PV-Patienten sollten mit einer Kombination von ASS und
Phlebotomien behandelt werden (Landolfi et al. 2004). Bei einem der fur die ET
geschilderten Riskofaktoren (Thrombozytose >1.500.000/ul, Alter >60 Jahre oder
stattgehabtes thrombohdmorrhagisches Ereignis) wird auch bei der PV die Indikation zur
Zytoreduktion gestellt, die in den meisten Fallen entweder mit Hydroxyurea oder

Interferon-a. durchgefihrt wird (Barbui et al. 2011a).

Wie bei der ET ist es aus den oben genannten Griinden sehr schwer, die Progression und
Transformation der PV verlasslich zu beschreiben. Studienergebnisse lassen lediglich
vermuten, dass die Progressions- und Transformationsraten von der JAK2 V617F Allel-Last
abhangig sind (Passamonti et al. 2010). AulRerdem haben homozygot mutierte Patienten
wahrscheinlich ein hdheres Risiko fiir die Entwicklung einer post-PV MF.

Medikamentos gut eingestellte PV-Patienten, die kein Krankheitsfortschreiten erfahren,

haben — dhnlich den ET-Patienten — eine gute Prognose.

1.3.3  PRIMARE MYELOFIBROSE (PMF)

Die PMF ist eine seltene hamatopoetische Stammzellerkrankung deren Inzidenz mit 1-
3/100.000 angegeben wird und die bevorzugt bei dlteren Patienten auftritt, mit einem
Altergipfel zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr (Berger et al. 2011c).

Im Anfangsstadium der PMF sind im Knochenmark vermehrt Megakaryozyten zu finden,
die im Gegensatz zu den bei der ET anzutreffenden Megakaryozyten histologische
Besonderheiten wie z.B. ein abnormes Zellkern/Zytoplasma Verhaltnis aufweisen. Mit
zunehmender Krankheitsdauer kommt es zu einer ausgepragten Fibrosierung des
Knochenmarks und davon betroffene Patienten zeigen konstitutionelle Symptome wie
Kachexie, B-Symptomatik, Pruritus, Midigkeit und Knochenschmerzen; charakteristisch
sind auBerdem Zytopenien und eine Leukoerythroblastose mit extramedulldrer
Blutbildung, die in der Regel zu einer Hepatosplenomegalie fiihrt (Tabelle 4) (Barosi

1999).
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PMF-Patienten werden mit Hilfe des International Prognostic Scoring System (IPSS) in
Gruppen eingeteilt, die die Prognose abschatzen lassen und fiir das anzuwendende
Therapieregime von Bedeutung sind. Dabei werden fiinf Parameter zur Risikobestimmung
verwendet: Alter >65 Jahre, Vorhandensein von konstitutionellen Symptomen
(Gewichtsverlust von >10% im Jahr vor der PMF-Diagnose und/oder nicht durch andere
Ursachen erklarbares Fieber und exzessives Schwitzen >1x/Monat), Hdmoglobin <10 g/dL,
Leukozyten >25x10°/L sowie ein Blastenanteil >/=1% im peripheren Blut. Basierend auf
diesen Parametern wird eine Zuteilung in vier verschiedene Risikogruppen
vorgenommen: Low-risk, Intermediate-I, Intermediate-Il und High-risk. Die mediane
Prognose in den verschiedenen Risikogruppen liegt zwischen 2 (High-risk) und 11 (Low-

risk) Jahren.

Tabelle 4. Diagnosekriterien von 2008 fiir die Primare Myelofibrose (PMF)

DIAGNOSEKRITERIEN DER PMF

PMF wenn alle Hauptkriterien und zwei Nebenkriterien erfillt sind

HAUPTKRITERIEN

1) megakaryozytare Proliferation mit Atypie, begleitet von Retikulin —bzw
Kollagenfibrose oder
bei Abwesenheit signifikanter Fibrose begleitet von granulozytarer
Proliferation und verminderter Erythropoese

2) Nichterfullen der WHO Kriterien fiir PV, BCR-ABL1-pos. CML, MDS
oder andere myeloische Neoplasien

3) JAK2 V617F Mutation oder andere (MPLW515K/L) oder
bei Abwesenheit der genannten Mutationen kein Anhalt fir eine

sekundare Myelofibrose

NEBENKRITERIEN

1) Leukoerythroblastose

2) Serum Laktatdehydrogenase-Level oberhalb des Referenzbereichs

3) Andmie

)
)
)
)

4) palpable Splenomegalie

Eine potentiell kurative allogene Stammzelltransplantation kommt in der Regel auf Grund
der hohen therapieassoziierten Mortalitdt nur bei Patienten unter 70 Jahre im guten
Allgemeinzustand in Intermediate-Il (zwei Parameter zutreffend) und High-risk (drei oder

mehr Parameter zutreffend) Situation in Frage (Cervantes et al. 2012).
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Intermediate-l Patienten und Patienten ohne Risikofaktoren wird in der Regel eine
symptomatische Therapie empfohlen. Zur Behandlung der Anamie werden im
Wesentlichen vier Prdparate verwendet: Kortikosteroide, Androgene, Erythropoietin
(EPO)-Derivate und Immunmodulatoren (Barbui et al. 2011a, Tefferi et al. 2009). Mittel
der Wahl bei der medikamentésen Behandlung der Splenomegalie ist der JAK2-Inhibitor
Ruxolitinib (Randhawa et al. 2012). Dieser ist seit 2012 zur Behandlung der MF bei
Vorliegen konstitutioneller Symptome und und/oder symptomatischer Splenomegalie
zugelassen. Im Gegensatz zu den Tyrosinkinaseinhibitoren bei der CML handelt es sich bei
der Therapie mit einem JAK-Inhibitor allerdings nicht um eine zielgerichtete Therapie der
Leukamiezellen. Die Therapie wirkt unabhangig vom Vorhandensein der JAK2-Mutation
und fuhrt v.a. zur Besserung konstitutioneller Symptome und zu einer GréoRenreduktion
der Milz. Da JAK2 ein wichtiges Protein der gesunden Hamatopoese ist, kommt es zu
einer dosisabhangigen Myelosuppression, die vor allem die Thrombopoese und

Erythropoese betrifft.

Die Prognose fiir PMF-Patienten ist bei einem medianen Uberleben (gemittelt iiber alle
Risikogruppen) von 5 bis 6 Jahren und einer sAML-Transformationsrate von bis zu 20%
deutlich schlechter als bei den tbrigen BCR-ABL1-neg. MPN (Cervantes et al. 2009).

Zu unterscheiden ist die PMF von Myelofibrosen, die sich sekundar im Rahmen einer PV
oder ET entwickeln. In diesem Fall spricht man von einer post-PV MF bzw. einer post-ET

MF.

1.4 GENETISCHE UND EPIGENETISCHE KOMPLEXITAT

Die ersten Erkenntnisse beziglich der genetischen Charakteristika der BCR-ABLI1-
negativen MPN lieferte die zytogenetische Analyse aus Knochenmark oder Blut. Diese
Untersuchungsmethode lasst chromosomale Aberrationen ab einer GréRe von etwa 5
Megabasen (Mb) erkennen. Auf diese Weise entdeckte rekurrente Aberrationen sind bei
MPN u.a. die Trisomien 8 und 9 sowie ein Verlust des langen Arms von Chromosom 20

(Deletion 20q).
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Mit der Entwicklung molekulargenetischer Techniken konnten weitere, pathogenetisch
relevante genomische Veranderungen identifiziert werden, die im Rahmen einer
zytogenetischen Analyse unentdeckt blieben: So lieR das Mikrosatelliten-Mapping an
Kollektiven von MPN-Patienten einen haufig wiederkehrenden, langstreckigen Verlust der
Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) auf Chromosom 9p mit Verdoppelung eines
elterlichen Allels erkennen (uniparentale Disomie, UPD) (Kralovics et al. 2005). Auf der
Suche nach dem relevanten Gen in der kleinsten von dieser Aberration betroffenen
Region konnte schlieBlich auf Chromosom 9p24 eine Punktmutation im JAK2-Gen
identifiziert werden. Diese Entdeckung der sog. JAK2 V617F Mutation war ein
Meilenstein, nicht zuletzt deshalb, weil sie heute einen wichtigen diagnostischen Marker

bei den BCR-ABL1-negativen MPN darstellt und neue therapeutische Ansatze lieferte.

Als intrazytoplasmatische Tyrosinkinase und Mitglied der Janus-Kinase-Familie initiiert
JAK2 nach Bindung von Liganden wie z.B. Wachstumshormonen (Erythropoetin,
Thrombopoetin oder GCSF) eine Aktivierung des JAK-STAT-Pathway, der Signale von den
Rezeptoren zum Zellkern weiterleitet (Vainchenker et al. 2011). Dabei werden die STAT-
Proteine von den Janus-Kinasen phosphoryliert, kdnnen so dimerisieren und schlieflich in
den Zellkern translozieren, wo sie eine regulatorische Aktivitat bei der Gentranskription
ausiben (Imada et al. 2000). Damit spielt JAK2 eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung und der Zellproliferation.

Die Janus-Kinasen sind wie folgt aufgebaut: Sie besitzen eine aktive Kinasedomane
(JH1) und eine Pseudokinasedomane (JH2), die als ein negativer Regulator von JH1 dient
(Vainchenker et al. 2011). Bei der JAK2 V617F Mutation handelt es sich um eine
Punktmutation (G-->T) in der Pseudokinasedomdne, bei der es zu einem
Aminosaureaustausch von Valin zu Phenylalanin an Position 617 kommt. Dieser
Austausch resultiert in einer Storung der Regulationsfunktion der Pseudokinase und fiihrt
somit zu einer konstitutiven Aktivierung der Kinasedomdne sowie zu einer
Zytokinhypersensitivitat (Cross 2011, Tefferi et al. 2011, Vainchenker et al. 2011).
Bei einem Groldteil der Patienten mit einer BCR-ABL1-negativen MPN konnte diese
Mutation gefunden werden. Besonders héaufig ist sie mit dem Krankheitsbild der PV
vergesellschaftet, bei dem die Punktmutation in ca. 95% der Falle vorliegt (Baxter et al.

2005, Levine et al. 2005). Eine so hohe Mutationsfrequenz ist bei den tUbrigen BCR-ABL1-
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negativen MPN nicht vorhanden, jedoch tragen auch etwas mehr als die Halfte der PMF-
(ca. 50-60%) und ET-Patienten (ca. 65%) diese Aberration (Jones et al. 2005, Tefferi et al.
2011).

Durch Genomanalysen mittels hochauflésender "Single nucleotide polymorphism"- (SNP-)
Microarrays und der Anwendung der , Next-generation Sequencing”- (NGS-) Methode ist
es gelungen, weitere Fortschritte im Verstandnis von BCR-ABLI1-negativen MPN zu
erzielen und neue Regionen in der DNA zu identifizieren, die mit der Entstehung und/oder
der Progression dieser Erkrankungen assoziiert sind. Inzwischen konnte in zahlreichen
dieser Regionen auch die zugrunde liegende Genmutation gefunden werden, und so zeigt
sich zum heutigen Zeitpunkt, dass die Pathogenese der BCR-ABL1-negativen MPN
wesentlich komplexer ist als friiher angenommen. Erst kirzlich (Ende 2013) wurde mit
der Beschreibung von Frameshift-Mutationen in Exon 9 von Calreticulin (CALR) eine
weitere sehr wichtige pathogenetische und diagnostische Liicke geschlossen, da diese bei
ca. 25% der ET- und ca. 35% der MF-Patienten ohne JAK2-Mutation vorkommen und
sowohl ein wichtiger Marker zur Diagnosestellung sind als auch von prognostischer
Bedeutung sein konnten (Klampfl et al. 2013, Nangalia et al. 2013).

Tabelle 5 zeigt nur einen Teil der bis heute identifizierten Mutationen und

veranschaulicht dennoch die genetische Komplexitat der MPN.

Tabelle 5. An der Pathogenese der myeloproliferativen Neoplasien (MPN) beteiligte Gene. Obwohl nicht
vollstdandig, zeigt diese Auflistung die enorme Vielfalt der genomischen Verdnderungen, die den MPN
zugrunde liegen (Cross 2011, Klampfl et al. 2013, Vainchenker et al. 2011). nk = nicht bekannt

AN DER PATHOGENESE DER MPN BETEILIGTE GENE
Haufigkeit

Gen Lokalisation Funktion ET PV PMF  sAML
JAK2 9p24 (gain of function) Tyrosinkinase 65% 95% 50%  50%
MPL 1p34 (gain of function) Rezeptor 4% selten 11% nk
TET2 4924 (loss of function) DNA Methylierung 11% 15% 19% 26%
ASXL1 20q11.21 (loss of function) Chromatin Modifikation -5% -5% 0% 19%
IDH1 2933.3 (neomorphic mutation) Metabolismus selten selten 2% 8%
IDH2 15g26.1 (neomorphic mutation) | Metabolismus selten selten 2% 18%
EZH2 7935 (loss of function) Chromatinmethylierung 1% 3% 13% nk
DNMT3A | 2p23 (loss of function) DNA Methylierung -5% 6% 10% 20%
CALR 19p13.13 (loss of function) Transkriptionsregulation | 25% nk 35% nk
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1.4.1 DIEREGION 17Q11.2

Eine von Aberrationen betroffene Region befindet sich auf Chromosom 17, auf dem in
mehreren Studien ein rekurrenter Verlust von 17q11.2 bei Myelofibrose-Patienten
beschrieben worden ist (Kawamata et al. 2008, Stegelmann et al. 2010). Sucht man im
Bereich dieser Deletion nach moglichen Kandidatengenen, st6flt man auf die Gene
Neurofibromin-1 (NF1) und Suppressor of zeste 12 (SUZ12), die nur ca. 600 bp
voneinander entfernt liegen (Kent et al. 2002). Sowohl fiir NF1 als auch fir SUZ12 ist es
auf Grund ihrer physiologischen Funktionen vorstellbar, dass mutierte Varianten eine
wichtige Rolle in der Pathogenese und/oder der Progression von malignen Erkrankungen

spielen kénnen:

Das NF1-Gen ist assoziiert mit der autosomal dominanten "von Recklinghausen
Neurofibromatose" (Neurofibromatose Typ I), die durch das Auftreten von meist
benignen Tumoren (Neurofibromen) gekennzeichnet ist. Dieses Tumorsuppressorgen ist
lokalisiert auf Chromosom 17q11.2 und codiert das Protein Neurofibromin.
Neurofibromin ist ein GTPase-aktivierendes Protein, das lber den Ras-Signalweg einen
modulierenden Effekt auf die Zellproliferation ausiibt. Nach Degradierung von NF-1
bindet Ras an GTP und wird dadurch in seine aktive Form Uberfiihrt. So ist es in der Lage,
Zellproliferation und Zelldifferenzierung zu induzieren. Nach 60-90 Minuten normalisiert
sich der NF1 Spiegel, und das Gen kann seine GTPase-Aktivitdt wieder aufnehmen: Das
gebundene GTP wird hydrolysiert und Ras dadurch inaktiviert (Weinberg 2006).

Der Neurofibromatose Typ | liegt in den allermeisten Fallen eine Keimbahnmutation
(frameshift, nonsense oder missense) in NF1 zu Grunde. In ungefahr 5-10 % der Falle lasst
sich jedoch eine genomische Deletion nachweisen, die u.a. das gesamte NF1-Gen
beinhaltet. Patienten mit einer solchen Aberration leiden in der Regel an einem
ausgepragteren klinischen Phanotypen (Pasmant et al. 2010, van Minkelen et al. 2014).
Auch Leukdamie-Patienten, bei denen keinerlei Anzeichen fiir das Vorliegen einer
Neurofibromatose gefunden werden konnten, tragen Mutationen im NF1-Gen. Dabei
handelt es sich jedoch um somatische Mutationen, die ausschlieBlich in den betroffenen
Zelllininen zu finden sind. Zu diesem Ergebnis kam u.a. eine Studiengruppe, die ein
Kollektiv von adulten AML-Patienten auf das Vorliegen einer NF1-Mutation untersuchte

(Parkin et al. 2010).

11



EINLEITUNG

SUZ12 ist ein Kernprotein des Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). PRC1 und PRC2
sind die beiden in Sdugetieren bekannten Familien der Polycomb Group (PcG) Proteine;
diese Proteine agieren als Chromatin-modifizierende Komplexe und sind damit in der
Lage, eine Repression der Transkription zu bewirken. Dazu katalysiert die
Histonmethyltransferase EZH2 (enhancer of zeste 2) -neben SUZ12 ein weiteres
Kernprotein von PRC2- die Methylierung von aktivem Chromatin, das durch die darauf
folgende Ubiquitinierung durch PRC1 in inaktives Chromatin tUberfiihrt wird (Sauvageau et
al. 2010). Dieser epigenetische Prozess wird auch als "Gene-Silencing" bezeichnet.

Daneben spielen PRC1 und PRC2 eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus
(Sauvageau et al. 2010) und so ist es nicht verwunderlich, dass EZH2-Mutationen mit dem
Phanotyp der MPN in Verbindung gebracht werden konnten (Ernst et al. 2010). Auch fir

das ebenfalls als Kernprotein fungierende SUZ12 ist ein solcher Zusammenhang denkbar.

1.5 FRAGESTELLUNG

Im Mittelpunkt dieser Dissertation steht die molekulare Charakterisierung einer groRRen
homogenen Myelofibrose-Studienkohorte mittels genomumfassender SNP-Array
Analysen, insbesondere auch im Hinblick auf Deletionen in 17q11.2. Aufbauend auf
diesen Ergebnissen soll anschlieBend die ndhere Charakterisierung einzelner,

pathogenetisch relevanter Kandidatengene erfolgen.

Mit diesem Ziel soll im ersten Teil der hier vorliegenden Arbeit das genetische Profil von
87 MF-Patienten aus der MPNSG-01-09 Studie (NCT00949364) mittels Microarray-
basierter, genomweiter Analysen bestimmt werden. Von besonderem Interesse ist
hierbei die Frage, wie haufig in dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv informative
Mikrodeletionen und Zugewinne mit dort lokalisierten Kandidatengenen zu finden sind.
Diese potentiellen Kandidatengene sollen im zweiten Teil der Dissertation durch eine
Sequenzieranalyse genauer untersucht werden, um ihre pathogentische Relevanz naher
zu beleuchten. Beispielhaft kann die 17q11.2-Deletion angefiihrt werden, die bereits in
friheren Arbeiten als Aberration mit vermuteter pathogenetischer Relevanz beschrieben

worden ist (Kawamata et al. 2008, Stegelmann et al. 2010).
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2 MATERIAL UND METHODIK

Die Verfahrensprotokolle, die verwendeten Chemikalien sowie deren Mischverhaltnisse

sind in Tabellen aufgelistet und gesammelt im Anhang (s.S. 72) zu finden.

2.1 DNA-EXTRAKTION

Zu Beginn beider in dieser Arbeit durchgefiihrten Arbeitstechniken erfolgt die Extraktion
von Patienten-DNA aus bei -70°C gefrorenen Zellpellets. Die Pellets bestehen aus
mononukledren Zellen (MNC) oder Granulozyten, die zuvor aus dem peripheren Blut
und/oder dem Knochenmark des Patienten mittels Dichtegradientenzentrifugation
isoliert wurden. Fir die Microarray-Experimente werden Granulozyten verwendet, da der
gesuchte MPN-Klon v.a. in dieser Zellpopulation gefunden werden kann; der fiir die
Sequenzanalyse benotigte sSAML-Klon hingegen wird aus MNCs extrahiert.

Aus MNC und Granulozyten kann die DNA mittels DNAzol wie folgt prapariert werden:
Das Patienten-Zellpellet wird mit 2ml DNAzol-Reagenz (Invitrogen) versetzt, welches als
Guanidindetergens in der Lage ist, die im Pellet enthaltenen Zellen zu lysieren. Die
entstandene Losung wird durch mehrmaliges Aufziehen der Pipette gut vermischt, um
sicherzustellen, dass sich das Pellet komplett gelost hat und die Zellen vollstandig lysiert
sind.

Nach Zugabe von 2ml Ethanol absolut (96-100%; Sigma-Aldrich) fallt die sich im Lysat
befindende Patienten-DNA als sichtbares weiRes Knauel aus, das mit der Pipettenspitze
aspiriert wird und so in ein mit Ethanol 70% gefiilltes Tube Uberfihrt werden kann. Dort
erfolgt das Waschen der DNA durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette; dieser Schritt
wird -jeweils in einem neuen 2ml Ethanol-Tube- insgesamt zweimal durchgefiihrt, um
moglichst viele Zelltrimmer und die DNAzol-Reagenz von der DNA zu trennen. Die DNA
verbleibt danach in einem dritten mit Ethanol 70% befillten 1,5ml Tube.

AnschlieBend wird die Probe fir 15min bei Raumtemperatur und 13.000Upm
zentrifugiert (Biofuge primo, Heraeus) und der entstandene Uberstand sorgfiltig
abpipettiert. Um den restlichen Alkohol verdunsten zu lassen, erfolgt nun eine 10-

mindtige Trocknung bei 37°C im Thermomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf), bevor
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das DNA-Pellet mit 200ul 1x TE-Puffer in Losung gebracht wird. Durch Inkubation dieser
Losung bei 37°C im Thermomix fir mindestens drei Stunden 16st sich das DNA-Pellet

vollstandig auf.

2.2 DURCHFUHRUNG DER MICROARRAY-EXPERIMENTE

Die Untersuchung des humanen Genoms mit Hilfe von Microarray-Technologien ist eine
etablierte Methode, um Regionen zu detektieren, die genetische Aberrationen aufweisen.
Der in dieser Arbeit zum Einsatz kommende Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0 Array
(Affymetrix) erlaubt die Untersuchung genomischer DNA auf Kopienzahlveranderungen
(copy number alterations, CNA) und Heterozygotieverluste (loss of heterozygosity, LOH).
Dazu werden 906.600 liber das Genom verteilte Einzelnukleotid-Polymorphismen (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) durch komplementdre Proben auf dem Array
abgedeckt, der zusatzlich noch 946.000 Proben zur Detektion von CNA enthalt. Damit
besitzen diese Arrays theoretisch eine Auflosung von 4kb; da in der Realitdt jedoch
mehrere Probenpunkte benétigt werden, um Aberrationen zu identifizieren, betragt die

Auflésung 50-100kb.

2.2.1 PROBEN

Die Microarray-Analysen wurden an einem Kollektiv von 87 MF-Patienten (PMF n=67,
post-PV MF n=14, post-ET MF n=6) durchgefiihrt. Diese Patienten sind waren im Rahmen
der MPNSG-01-09 Studie (NCT00949364), die im Dezember 2009 aktiviert wurde und
deren Rekruiterung mittlerweile beendet ist, behandelt worden. Es handelt sich um ein
Studienkollektiv. mit &dhnlichen klinischen Charakteristika (Anamie und/oder
Thrombozytopenie als wichtigstes Einschlusskriterium). In der einarmigen Phase-Il Studie
wurden alle Patienten mit dem immunmodulatorischen Medikament Pomalidomid
behandelt. Das Labor von Frau Prof. Déhner in der Klinik fir Innere Medizin Il des
Universitatsklinikums Ulm ist nationales Referenzlabor fir die genetischen Analysen im

Rahmen dieser multizentrischen Studie. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt
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werden, dass durch Pomalidomid die Erythropoese und Thrombopoese bei einem Teil der
MF-Patienten verbessert werden kann.
Far alle 87 Patienten dieses MF-Kollektivs war im Rahmen von Routineanalysen der JAK2-

Mutationsstatus bekannt.

2.2.2  STY/NSP-RESTRIKTION

Im ersten Schritt wird die Patienten-DNA (50ng/ul) von zwei Restriktionsenzymen (Sty
und Nsp) verdaut und so in verschieden lange Fragmente geschnitten, die
unterschiedliche genomische Bereiche reprdsentieren. Fir beide Enzyme wird jeweils ein
Mastermix hergestellt (Tabelle 6).

Nachdem 5pul der Patienten-DNA mit 14,75ul Mastermix versetzt worden sind, werden
beide Reaktionsansatze in einen Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700, Applied
Biosystems) verbracht, wo die Reaktion zu den in Tabelle 7 dargestellten Bedingungen

ablauft.

2.2.3  STY/NSP-LIGATION

Nach erfolgreicher Restriktion werden im nachsten Schritt an die Uberhdangenden
Schnittstellen passende Adapter ligiert, die im weiteren Verlauf als Bindestelle fir einen
Primer dienen werden.

Wie bei der Restriktion sind auch hier zwei Mastermixe noétig, aus denen jeweils 5,25pl
auf die Reaktionsansatze der Restriktion pipettiert werden, sodass nun ein
Gesamtvolumen von 25ul vorliegt (Tabelle 8).

Diese Reaktion findet ebenfalls im Thermocycler zu den in Tabelle 9 dargestellten
Parametern statt.

Nach Beendigung dieses Programms werden die Proben mit 75ul Molecular biology-grade

water (Braun) auf ein Gesamtvolumen von 100pl verdiinnt.
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2.2.4 STY/NSP-PCR

Nun erfolgt die Amplifikation der DNA-Fragmente, bei der ein Primer an die zuvor
angebrachten Adapter bindet und eine DNA-Polymerase in mehreren Zyklen die
Fragmente vervielfaltigt.

Dazu werden je 10ul der beiden 100ul Ligationsverdinnungen mit 90ul des PCR-
Mastermix (Tabelle 10) versetzt; in einem Thermocycler durchlauft dieser Ansatz das in

Tabelle 11 beschriebene Programm.

2.2.5 AUFREINIGUNG DES PCR-PRODUKTS

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt mit Hilfe von AMPure XP Beads (Agencourt).
Dabei bindet die DNA an magnetische Kiigelchen und kann so nach einem Waschschritt
mit Ethanol (75%, Sigma-Aldrich) von U{berschiissigen Reagenzien gereinigt werden.
Zuletzt werden die PCR-Produkte der Patienten durch einen Eluierungspuffer (Qiagen)
von den Beads gelOst.

Bevor die aufgereinigten PCR-Produkte flir weitere Schritte zur Verfiigung stehen, wird
die nach der PCR erreichte Konzentration mit Hilfe eines Spectrophotometers (Nanodrop
ND-1000, Thermo Scientific) ermittelt. Zu diesem Zweck wird eine 1:10-Verdinnung mit
Wasser angefertigt, deren optimale Konzentration bei Messung mit dem

Spectrophotometer zwischen 450 und 600ng/ul liegen sollte.

2.2.6 FRAGMENTATION

In diesem Schritt wird die amplifizierte und gereinigte DNA erneut an definierten Stellen
geschnitten und so eine Vielzahl von Fragmenten erzeugt. Zu 45ul gereinigter Patienten-
DNA werden zuerst 5ul Fragmentation Buffer pipettiert und anschlieBend werden diesen
50ul weitere 5ul des Mastermix (Tabelle 12) hinzugefiigt. In einem Thermocycler findet

die Reaktion zu den in Tabelle 13 genannten Bedingungen statt.
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2.2.7 LABELING

Die so entstandenen Fragmente werden nun an ihrem Ende mit Biotin versehen, an das
spater der Farbstoff binden wird. Dazu werden zu der fragmentierten DNA 19,5ul des
Labeling-Mastermix pipettiert und dieser Ansatz schlielich in einen Thermocycler

verbracht (Tabellen 14 und 15).

2.2.8 HYBRIDISIERUNG

Zundchst missen der gelabelten Patienten-DNA 190ul eines Hybridisierungs-Mastermix
hinzugefiigt werden und diese Komponenten ein Thermocyclerprogramm durchlaufen
(Tabellen 16 und 17).

Danach wird der fertige Hybridisierungs-Mix auf den Affymetrix Nsp/Sty 6.0 Array
gegeben und dieser sofort in einen Hybridisierungsofen (GeneChip Hybridization Oven
640, Affymetrix) Gberfihrt. Dort wird der Array flir 16 bis 18 Stunden bei 50°C und
60Upm inkubiert; dabei bindet die Biotin-markierte DNA an die komplementdren

Sequenzabschnitte auf dem Array.

2.2.9 WASCHEN, FARBEN UND SCANNEN

Danach wird der Array mehrmals mit zwei verschiedenen Wasch-Puffern (Tabellen 18 und
19) gewaschen, um die verbliebenen, nicht gebundenen PCR-Produkte zu entfernen.
Auch die anschlieBende Farbung erfolgt in mehreren Schritten: Bei einer ersten Farbung
wird der Fluoreszenzfarbstoff Streptavidinphycoerythrin (SAPE) an die Biotin-markierte
DNA gekoppelt. Im zweiten Schritt wird ein Biotin-gekoppelter Antikorper an SAPE
gebunden und schlieBlich erfolgt ein letzter Farbedurchgang, bei dem sich SAPE erneut an
das Antikorper-gebundene Biotin ankoppeln kann (Tabellen 20 - 22). Auf diese Weise wird
das Fluoreszenzpotential des Array deutlich erhoht. All diese Vorgange erfolgen in einer
dafiir vorgesehen Waschstation (GeneChip Fluidics Station 450, Affymetrix).

Nach erfolgreicher Farbung miissen die Arrays mit Array Holding Puffer (Tabelle 23)
luftblasenfrei beflillt werden. Beim nun folgenden Scannvorgang wird die Fluoreszenz
durch einen Argonlaser angeregt und die dabei vom Probenmaterial emittierte

Fluoreszenzintensitdt gemessen (GeneChip Scanner 3000 7G, Affymetrix).
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2.3 DURCHFUHRUNG DER DNA-SEQUENZANALYSE

Durch die Sequenzanalyse der 58 NF1-Exons und der 16 SUZ12-Exons konnen beide Gene
auf Nukleotidebene untersucht werden. So ist es moglich, auch kleinste genomische
Veranderungen (Substitution, Insertion und/oder Deletion) in diesen Genen zu finden, die

bei der Anwendung anderer Methoden unentdeckt blieben.

2.3.1 PROBEN

Die NF1/SUZ12-Sequenzanalyse wurde an einem Kollektiv von 29 sAML-Patienten
durchgeflhrt. Es handelt sich hierbei um die an unserem Zentrum verfiigbaren Proben
von Patienten mit urspriinglicher ET-, PV oder MF, die in eine AML transformiert sind und
die in der Tumorbank der Klinik fiir Innere Medizin Il seit 2005 durch strukturiertes
Biobank asserviert wurden und fiir molekulargenetische Analysen zur Verfligung stehen.
Die Kohorte der 29 sAML-Patienten wurde bereits zu einem friiheren Zeitpunkt mittels
SNP-Array Analysen hinsichtlicher genomischer Aberrationen untersucht. Daher kann auf

diese Daten im Rahmen dieser Arbeit zuriickgegriffen werden.

2.3.2 cDNA SYNTHESE

Die cDNA ist die komplementare, einzelstrangige DNA, die aus der mRNA mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase synthetisiert wird; folglich besteht die cDNA nur aus Exons.
Bei der cDNA Synthese kommt das cDNA-QuantiTect Kit (Qiagen) zum Einsatz. Dabei wird
im ersten Schritt die Patienten-RNA mit RNase freiem Wasser und einem Wipeout Buffer
vermischt, um so mogliche DNA Kontaminationen zu eliminieren. Dieser Reaktionsansatz
wird fiir 2 Minuten bei 42°C inkubiert und danach sofort auf Eis tGberfiuhrt. Anschliefend
wird er mit einer reversen Transkriptase, dNTPs, einem Puffer sowie einem Primermix
und/oder Hexameren mit zufélliger Basenabfolge (random hexamere) versehen (Tabelle
24). Diese Hexamere dienen als unspezifische Primeraquivalente und sollen die cDNA-
Synthese beschleunigen und die Ausbeute erhéhen. Im Thermocycler erfolgt unter den in

Tabelle 25 genannten Bedingungen dann die Synthese der cDNA.
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2.3.3 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es moglich, eine gewiinschte Zielsequenz in DNA und cDNA zu
amplifizieren und diese vervielfdltigten Abschnitte weiteren Untersuchungen zuzufiihren.
Ausgangsmaterial fiir die PCR ist die zuvor gewonnene Patienten-DNA, die mit den
restlichen fiir diese Reaktion bendtigten Reagenzien versetzt wird:

Einem Primerpaar (vorwarts und riickwarts), das an die 3’-Enden der Einzelstrange bindet
und so den zu amplifizierenden Bereich vorgibt (die fiir die Sequenzierung fir NF1 und
SUZ12 verwendeten Primer sind in den Tabellen 26 und 27 aufgelistet), einer Polymerase,
die die Elongation dieses Abschnittes vornimmt, Desoxyribonukleotide (dNTPs), aus
denen die DNA-Kopien synthetisiert werden, und schlielich einer Pufferlésung und
MgCl,.

Die Mastermixe fir die Exons 2-58 des NF1-Gens sowie fir die Exons 2-16 des SUZ12-
Gens sind den Tabellen 28 und 29 zu entnehmen.

Fiir die Exons 1 der beiden Gene war auf Grund ihrer GC-reichen Sequenz ein anderer
Mastermix notig, der zusatzlich mit einem Enhancer versehen ist, um die sehr stabilen

GC-reichen Regionen zu denaturieren (Tabelle 30 und 31).

Die Amplifikation selbst erfolgt in mehreren Zyklen, die jeweils in drei Schritten ablaufen:
Der Zyklus beginnt mit der Denaturierung der DNA, bei der sich der DNA-Doppelstrang in
zwei Einzelstrange trennt. Dieser Vorgang ist essentiell, um im nachsten Schritt das
Anbinden des jeweils fir ein Exon spezifischen Primerpaares an das 3'-Ende der
Einzelstrange zu ermoglichen (Annealing). Zuletzt folgt die Elongation durch die
Polymerase, bei der, der durch die Primer eingegrenzte DNA-Abschnitt vervielfaltigt wird.
Nach 30 Zyklen liegen genug Kopien der Zielsequenz vor, sodass durch Abkiihlen des

Reaktionsansatzes die PCR beendet werden kann.

Praktisch wird der Reaktionsansatz dazu in eine Micro Amp Optical 96-Well Platte
(Applied Biosystems) pipettiert, wobei zu 1ul Patientenprobe jeweils 24l des
entsprechenden Mastermix gegeben werden. Als no template control (NTC) wird
zusatzlich fur jeden Mastermix ein PCR-Ansatz ohne Patienten-DNA mit auf die Platte

pipettiert.
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Die PCR erfolgt in einem Thermocycler (GeneAmp PCR System 2720, Applied Biosystems)
und bis zur weiteren Verwendung wird das PCR-Amplifikat bei 4°C gelagert (Tabellen 32-
34).

2.3.4 PCR-PRODUKTKONTROLLE

Die PCR-Produktkontrolle erfolgt mittels Gelelektrophorese, bei der die PCR-Produkte in
Abhangigkeit ihrer jeweiligen GroRe in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Dazu
wird im ersten Schritt aus 2g Agarose (Sigma-Aldrich) und 100ml 1xTAE-Puffer ein 2%-
Agarosegel hergestellt, welches als Laufmatrix fiir die Fragmente dient. Es werden jeweils
S5ul PCR-Produkt und 5pl Ladepuffer Orange G (eigene Herstellung) gemischt und in die
Geltaschen pipettiert; mit der NTC wird ebenso verfahren und zur GroRenanalyse des
PCR-Produkts werden jeweils 5ul einer 100bp-Ladder (Track It 100bp, Invitrogen) in die
erste und letzte Geltasche verbracht. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgt bei 140 V, 400 mA und 100 W fiir 40 Minuten.

Nachdem das Gel in einer Farbelosung (1%, 10mg/ml, Roth) fur 45 Minuten mit dem
interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid gefarbt worden ist, kann das Ergebnis der
Gelelektrophorese unter UV-Licht (GeneSnap, Syngene) sichtbar gemacht und

dokumentiert werden (Abbildung 1).

Abbildung 1. Gelelektrophoretische Auftrennung der Polymerasekettenreaktion (PCR)-Produkte. Zu
erkennen sind die beiden 100bp-Ladder (*), die no template control (NTC) (#) sowie die amplifizierten PCR-
Produkte (A-F).
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2.3.5 AUFREINIGUNG DES PCR-PRODUKTS

Bevor die PCR-Produkte weiterverwendet werden konnen, missen sie von
ungebundenen Primerpaaren und Uberschiissigen Reagenzprodukten gereinigt werden,
die die nachfolgenden Reaktionen beeintrachtigen wiirden. Dieser Schritt erfolgt mit Hilfe
eines PCR Purifikation Kit (QlAvac 96-Kit, Qiagen), das zu diesem Zweck eine
Vakuumpumpe und diverse Puffer enthalt.

Zunachst wird das PCR-Produkt auf eine spezielle 96-Well Top-Platte des QlAvac 96-Kit
pipettiert und anschlieRend werden 100ul eines Bindepuffers (Buffer PB) hinzugeflgt.
Nach Anlage eines Vakuums fiir ca. 1 Minute wird die Loésung aus Bindepuffer und PCR-
Produkt vollstéandig durch einen sich am Boden der 96-Well Platte befindlichen Filter
gezogen, an dem nun das gesamte Produkt gebunden ist.

Im nachsten Schritt werden die PCR-Produkte durch Zugabe von 750ul eines
Waschpuffers (Buffer PE) und 15-minttige Anlage eines Vakuums von den Uberschiissigen
Reagenzien gereinigt. Nach diesem Schritt ist im Filter nun lediglich das PCR-Produkt der
Patienten gebunden.

Zuletzt wird die gereinigte DNA mittels eines Eluierungspuffers (Buffer EB) aus dem Filter
gelost. Dazu wird eine dem Kit beiliegende Auffangplatte unter die 96-Well Top-Platte
verbracht, nachdem letztere mit 35ul des Buffer EB versetzt worden ist. Nach
Zentrifugation fir 6 Minuten bei 3800Upm (Multifuge 4KR, Heraeus) kann die
aufgereinigte DNA zur Aufbewahrung bei -20°C aus der Auffangplatte in eine 96-Well

PCR-Platte (VWR) umpipettiert werden.

2.3.6 CYCLE SEQUENCING REACTION (CSR)

Nach der Aufreinigung wird das PCR-Produkt in eine CSR eingesetzt. Bei dieser Reaktion
werden nach dem Prinzip der enzymatischen Kettenabbruchmethode (Sanger-Prinzip)
DNA-Fragmente unterschiedlicher Liange synthetisiert. Der Reaktionsansatz der CSR
enthalt neben dNTPs auch Didesoxyribonukleotide (ddNTP), die alle vier (ATP, TTP, GTP,
CTP) mit einem unterschiedlichen, fluoreszierenden Farbstoff markiert sind. Diese ddNTPs

fihren beim Einbau in den neusynthetisierten Strang auf Grund einer fehlenden OH-
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Gruppe am 3’-C-Atom zu einem Kettenabbruch, sodass am Ende der CSR DNA-Fragmente
unterschiedlicher Léange vorliegen, die mit dem entsprechenden ddNTP enden.

Praktisch werden die im Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) enthaltenen
Komponenten (DNA-Polymerase, dNTPs, ddNTPs) mit den weiterhin bendtigten
Reagenzien zu einem Mastermix verarbeitet (Tabellen 35 und 36).

Danach erfolgt die CSR wie die PCR in mehreren Zyklen, beginnend mit der Denaturierung
des Probenmaterials, gefolgt von der Annealing —und Elongationsphase. Nach 35 Zyklen
kann die Reaktion durch Abkihlen auf 4°C beendet werden (Tabelle 37).

Die fir die Sequenzierung der PCR-Produkte von NF1 verwendeten M13-Primer tragen
eine Sequenz, die auch auf allen fiir die PCR verwendeten forward bzw. reverse Primern
zu finden ist (Tabelle 38). So ist es moglich, alle PCR-Produkte des NF1-Gens mit nur zwei

CSR-Primern (forward und reverse) abzudecken.

Der Reaktionsansatz wird in eine Micro Amp Optical 96-Well Platte (Applied Biosystems)
pipettiert, wobei zu 1ul PCR-Produkt jeweils 14ul des entsprechenden Mastermix
gegeben werden. Die CSR erfolgt in einem Thermocycler (GeneAmp PCR System 2720,
Applied Biosystems) und die CSR-Produkte werden anschlieBend lichtgeschiitzt bei 4°C

gelagert.

2.3.7 AUFREINIGUNG DES CSR-PRODUKTS

Die Aufreinigung des CSR-Produkts erfolgt mit Hilfe des DyeEx 96 Kit (Qiagen), das
ungebunden Reagenzien mittels Gelfiltration entfernt; diese werden dabei entsprechend
ihres Molekulargewichts von den CSR-Produkten getrennt. Daflir wird zunachst die 96-
Well Aufreinigungsplatte des Kit bei 2350Upm fiir 6 Minuten zentrifugiert (Multifuge 4KR,
Heraeus). Beschleunigung und Bremse missen hierbei auf die Stufen 7 bzw. 5 eingestellt
werden, um die entstehende stationdre Phase in den einzelnen Gelsdulen nicht zu
zerstoren. Im Auffangbehélter unter der 96-Well Platte befindet sich nun der
Lagerungspuffer, welcher verworfen wird. Nach dem Unterstellen einer Micro Amp
Optical 96-Well Platte (VWR) kann nun das CSR-Produkt aufgebracht werden und bei
erneuter Zentrifugation mit identischen Parametern wird dieses beim Durchwandern der

Saulen gereinigt: In der 96-Well Platte befindet sich nun das aufgereinigte CSR-Produkt
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der Patienten, wahrend die Reagenzien in der Gelsdule verbleiben. Die so gewonnen

Produkte sollten zligig weiterverarbeitet werden.

2.3.8 SEQUENZIERUNG

Bevor die Produkte mit Hilfe des 3500Dx-Sequencers (Applied Biosystems) sequenziert
werden konnen, missen sie mit Hi-Di Formamid (Applied Biosystems) auf ein
Gesamtvolumen von 20ul gebracht werden. Hi-Di Formamid ist ein neutrales,
ungeladenes Substrat und verbessert die beim Sequenzieren gewonnen Ergebnisse -vor
allem in GC-reichen Regionen- durch Lésen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Nukleotiden.

Nun kann die Sequenzierung nach dem Prinzip der Kapillarelektrophorese erfolgen
(Sequencer 3500Dx, Applied Biosystems). Die Patienten-DNA wird dazu mittels
elektrokinetischer Injektion in eine Kapillare eingebracht, in der die fluoreszenzmarkierte
Probe elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Festkorper-Dioden-Laser angeregt wird.
Das dadurch emittierte Licht wird durch eine Kamera beim Passieren eines

Detektionsfensters aufgenommen und als elektrisches Signal gespeichert.
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2.4 DATENANALYSE

2.4.1 ANALYSE DER MICROARRAY-DATEN

Das Erkennen von Kopienzahlveranderungen wird durch 946.000 auf dem Array
abgebildete  Oligonukleotide ermoglicht, die den jeweils komplementaren
Sequenzabschnitten der Patientenproben als Bindungsstellen dienen. Die emittierte
Fluoreszenzintensitat der erfolgreich gebundenen Patienten-DNA wird durch den Scanner
ermittelt und ldsst im Vergleich mit Daten einer Kontrollkohorte (siehe unten)
Rickschliisse auf die Kopienzahl (total copy number) der gebundenen Probe zu: Ein
Verlust (Loss) imponiert dementsprechend als eine Verminderung der messbaren
Signalintensitdt, bei einem Zugewinn (Gain) hingegen kann ein verstarktes

Fluoreszenzsignal detektiert werden.

Dariber hinaus kdnnen durch Microarray-Analysen auch Heterozygotieverluste (loss of
heterozygosity, LOH) identifiziert werden. Bei einem LOH ist im betroffenen Bereich nur
ein Allel vorhanden. Das kann zum einen durch den Verlust einer Kopie eines
genomischen Bereichs bedingt sein; dieses Phanomen wird schon in der Kopienzahl-
Analyse detektiert. Zum anderen kénnen Allele mit darauffolgender Verdopplung des
verbliebenen homologen Abschnitts verloren gehen. In diesem Fall stammen nun beide
Kopien von einem Elternteil, weshalb man dieses Ereignis auch "uniparentale Disomie"
(UPD) nennt. Es handelt sich dabei um Kopienzahl-neutrale Heterozygotieverluste, die
durch sogenannte SNP-Arrays identifiziert werden konnen. Zu diesem Zweck sind auf
einem solchen Array die beiden moglichen Auspragungsformen von 906.600
Einzelnukleotidpolymorphismen als kurze Sequenzabschnitte abgebildet und nach Binden
der fluoreszenzmarkierten Patienten-DNA ist es durch den Vergleich der beiden
Intensitdtswerte moglich, den Allelstatus eines SNP (AA, AB oder BB) zu bestimmen. Im
Vergleich mit der "total copy number" kénnen nun auch Regionen erkannt werden, in
denen die Gesamtfluoreszenzintensitat der Sequenz unverdndert ist und lediglich die

Allel-spezifische Intensitat Auffalligkeiten zeigt.
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Nach dem Einscannen der Arrays wird deren Qualitat anhand der "Contrast quality
control" (Contrast QC) ermittelt. Dabei wird durch eine Software (Genotyping Console,
Affymetrix) ermittelt, inwieweit sich die SNP-Signale den drei moéglichen Genotypen (AA,
AB, BB) zuordnen lassen. Dazu werden die Kontrastunterschiede von homozygoten und
heterozygoten Genotypen verglichen. Bei guten Ergebnissen sind diese Unterschiede
deutlich ausgepragt und entsprechen einer Contrast QC von >0,4, die bei allen fir diese

Arbeit durchgefliihrten Proben nicht unterschritten worden ist.

In einem weiteren Schritt werden die Rohdaten der SNP Arrays gegen einen Satz eigener
Referenzen normalisiert. Als Referenzpool dient hierbei T-Lymphozyten-DNA von 10
MPN-Patienten. Deren T-Lymphozyten wurden mit Hilfe ihrer spezifischen
Oberflachenmarker durch Zellseparation aus dem Pool der mononukleadren Zellen isoliert;
die Reinheit der so gewonnenen lymphatischen Zellen wurde mittels fluorescence-
activated cell sorting (FACS)-Analyse ermittelt, um sicherzustellen, dass sich keine

myeloischen Zellen mehr in der Probe befinden.

Nun kénnen die Chip-Daten mittels der Software Genotyping Console (Affymetrix) auf
Kopienzahlverdanderungen (copy number alterations, CNA) und LOH hin untersucht
werden. Dieses Programm ermoglicht ein einfaches und sicheres Erkennen von
Aberrationen: Die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Proben werden auf der
sogenannten Heatmap fir jedes Chromosom dargestellt und eine CNA durch die

abweichende Farbintensitat der betroffenen Region sichtbar (Abbildung 2).

Anschlielend kann das betroffene Chromosom detailliert betrachtet werden und unter

Zuhilfenahme des UCSC Genome Browser (Kent et al. 2002) lassen sich die in den

betroffenen Regionen liegenden Gene identifizieren.
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R

Abbildung 2. Fluoreszenzintensitdten, dargestellt auf einer Heatmap. Zu erkennen sind die auf einem
Chromosom abgebildeten Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) sowie die untersuchten Proben (A-F). Die
Aufhellung, die Probe C in der Heatmap zeigt, entspricht einer Anhebung der Signalintensitat in diesem
Bereich des Chromosoms. Damit zeigt Probe C eine "copy numer alteration" (CNA) im Sinne eines grofRen
Zugewinns (Gain) in dieser Region.

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei UPDs um Kopienzahl-neutrale Veranderungen,
die folgerichtig in der Heatmap nicht zu erkennen sind. In solchen Fallen ermoglicht die

gemeinsame Analyse der normierten Fluoreszenzgesamtintensitat ("Log2Ratio") und der

Alleldifferenz ("Allele Difference") das Aufspiiren dieser Aberrationen (Abbildung 3).

; - % vz T =]
) 20,000,000 40,000,000 60,000,000 30,000,000 100,000,000 120,000,000

Abbildung 3. Darstellung einer uniparentalen Disomie (UPD) auf Chromosom 9 durch die Genotyping
Console. Deutlich ist das fiir eine UPD charakteristische Muster aus unveranderter
Fluoreszenzgesamtintensitdt (Log2Ratio) und abnormen Werten der Alleldifferenz (Allele Difference) zu
erkennen. Der rote Pfeil markiert die Stelle, an der die UPD endet und sich die detektierten Werte der
Alleldifferenz normalisieren.
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2.4.2 ANALYSE DER DNA-SEQUENZIERUNG

Die bei der Sequenzierung erhaltenen Rohdaten missen vor der Auswertung durch ein
Computerprogramm analysiert werden (Sequencing Analysis 5.2, Applied Biosystems). Da
jedes der vier unterschiedlichen ddNTPs eine eigene Fluoreszenzmarkierung besitzt, kann
die Abfolge der wahrend der Sequenzierung detektierten Nukleotide in Form eines

Elektropherogramms sichtbar gemacht werden (Abbildung 4).

TTTTCTCATTG TTTCTGC

bl

Abbildung 4. Elektropherogramm eines Sequenzabschnitts. Die vier Nukleotide werden durch
verschiedenfarbige Peaks dargestellt (blau=Cytosin, griin=Adenin, rot=Thymin, schwarz=Guanin).

Eine Substitutionsmutation wird dadurch als ein weiterer, andersfarbiger Peak (entspricht
einem weiteren Nukleotid) sichtbar und eine Deletion/Insertion mit folgendem
Frameshift imponiert als plotzlich erscheinende Doppelsequenz.

Die so analysierten Proben werden anschlieBend mit Hilfe eines weiteren
Computerprogramms ausgewertet (SeqMan, DNASTAR), das es ermoglicht, mehrere
Proben untereinander im Sinne einer Konsensus-Analyse abzugleichen. Zudem kann ein
Schwellenwert fiir Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP) festgelegt werden, der das

Erkennen von heterozygoten Mutationen ermdéglicht.
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3 ERGEBNISSE

3.1 SNP 6.0 ARRAYS

Flr die Microarray-Experimente wurden Proben von 87 MF-Patienten (PMF n=67, post-PV
MF n=14, post-ET MF n=6) verwendet. Bei Durchfiihrung dieser Experimente waren alle
Patientenproben auswertbar, sodass die Daten aller 87 Patienten des SNP-Array
Kollektivs bei der Prasentation der Ergebnisse berlicksichtigt werden konnten.

Zur Ermittlung der Position und der exakten GroRe einer aberrierten Region wurde die
Human Genome Browser Gateway Datenbank, Stand Marz 2006, NCBI36/hg18 verwendet

(http://genome.ucsc.edu/).

Insgesamt konnten 83 Kopienzahlveranderungen (copy number alterations, CNAs) und 27
uniparentale Disomien (UPDs) in 53/87 (60%) Patienten identifiziert werden. Die
Verteilung dieser genomischen Veranderungen innerhalb des Kollektivs ist in Abbildung 5

dargestellt.

4% 3%

H keine Aberration
M 1 Aberration

16% H 2 Aberrationen
1 3 Aberrationen
M 4 Aberrationen

M >4 Aberrationen

32%

Abbildung 5. Prozentuale Verteilung der genomischen Aberrationen im untersuchten Kollektiv von 87
Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09 Studie (NCT00949364).

Im Folgenden werden die langerstreckigen CNAs, UPDs und kirzere CNAs

(Mikrodeletionen <5Mb) getrennt voneinander dargestellt.
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3.1.1 KOPIENZAHL-ANALYSE (CNA)

In dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchen Kollektiv von 87 MF-Patienten konnten bei

48% (42/87) der Patienten eine oder mehrere CNAs identifiziert werden. Insgesamt

wurden 83 solcher Aberrationen gefunden (Tabelle 39).

Tabelle 39. Alle im untersuchten Kollektiv von 87 Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09 Studie

(NCT00949364) identifizierten copy number alterations (CNA); n=83

Aberration Chromosom GroRe (Mb) n Pat-ID

Gain 1912-g32.1 58,3 2 26;50
Gain 1g21.2-qter 98,2 1 12
Gain 3p24.3 1,6 1 41
Trisomie 3 N/A 1 31
Gain 5q11.2-q13.2 24 1 55
Trisomie 8 N/A 6 11;31;33;40;52;78
Gain 9p21.2-pter 27,5 1 16
Trisomie 9 N/A 4 31;33;41;52
Gain 11914.3 45,7 1 11
Gain 139g21.1-qgter 54,9 1 55
Trisomie 13 N/A 1 11
Gain 15q14-qgter 63 1 11
Gain 15g923-g24.2 6,4 1 55
Trisomie 16 N/A 1 33
Gain 18p11.32-p11.21 14,8 1 83
Gain 18g22.3-923 1,1 1 14
Gain 20p12.2 0,7 1 45
Aberration Chromosom GroRe (Mb) n Pat-ID

Loss 3pl14.1-p11.2 19,4 1 52
Loss 4923-925 6,9 1 67
Loss 4q24 0,8 1 19
Loss 4q26-927 6,4 1 67
Loss 5q931.2 1,6 1 88
Loss 5q11.2 0,3 1 6
Loss 5g13.2-qter 107,9 1 55
Loss 5914.3-g31.3 48,9 1 95
Loss 5q14.3-g33.2 68,4 1 90
Loss 5q14.3-q34 78,6 1 92
Loss 5g23.1-qter 61,5 1 6
Loss 6p22.1-pter 28,7 1 12
Loss 69q13-g14.3 15 1 20
Monosomie 7 N/A 2 83;91
Loss 7p12.1-p12.3 5,8 1 6
Loss 7pl12.1-pter 53 1 17
Loss 7p22.3-p22.2 1,6 1 55
Loss 7p22.1-p12.2 44,3 1 55
Loss 7922.1 0,8 1 6

Fortsetzung von Tabelle 39 auf Seite 30
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Fortsetzung von Tabelle 39 auf Seite 29

Aberration Chromosom GroRe (Mb) n Pat-ID

Loss 7922.2-qter 53,4 1 6
Loss 7935-qgter 13,2 1 17
Loss 9921.31-g22.31 12,3 1 57
Loss 12p13.2-p13.1 1,6 1 11
Loss 12p13.2-p12.3 3,2 1 58
Loss 12p13.2-p12.1 13 1 40
Loss 12g24.31 1,2-1,8 3 56;81;85
Loss 13g12.3-g21.2 27,4 1 73
Loss 13913.3-g21.1 16,6 1 55
Loss 13914.2-q14.3 2,9-3,3 2 22;42
Loss 15914 2,8 1 11
Loss 15qg21.3 0,6-1,1 2 56;70
Loss 15923 1,2 1 55
Loss 15g24.2 0,5 1 55
Loss 16g22.1 0,5 1 88
Loss 16qg23.2 0,3 1 16
Loss 17p13.1 1 1 6
Loss 17q11.2 1,3-6,8 3 26,57;83
Loss 18q11.2 1,6 1 6
Loss 18q12.1 04 1 6
Loss 19g13.31 0,2 1 27
Loss 20913.13-g13.2 2 1 88
Loss 20911.21-913.12 14 2 35;41
Loss 20911.21-g13.2 19,5-21,1 4 5;59;81;91
Loss 20911.21-gq13.31 25,1 1 19
Loss 21qg22.12 1,4 1 35
Loss Xpll.4 1,8 1 18

Bei 26 dieser Veranderungen handelte es sich um genomische Zugewinne (Gains), die bei
insgesamt 19% (17/87) der Patienten gefunden werden konnten.

Auf Chromosom 1 lagen drei Zugewinne vor: Zum einen ein 98,2 Mb messender Gain auf
1g21.2-gter (n=1: ID 12), zum anderen ein rekurrenter 58,3 Mb grofRer Zugewinn in 1q12-
g32.1, der bei 2 Patienten identifiziert werden konnte (n=2: ID 26 und 50). Chromosom 3
wies neben einem kleinen Gain bei 3p24.3 (n=1: ID 41) auch eine bei ID 31 anzutreffende
Trisomie (n=1) auf. Der am haufigsten im Kollektiv anzutreffende Gain war die Trisomie 8,
die bei insgesamt sechs Patienten vorlag (n=6: ID 78, 11, 31, 33, 40 und 52), gefolgt von
der Trisomie auf Chromosom 9, die in vier Fallen vorlag (n=4: ID 31, 33, 41 und 52). Fir
Chromosom 13 waren zwei chromosomale Zugewinne zu beschreiben: Neben einem 54,9
Mb groflen Gain 13g21.1-gter (n=1: ID 55) konnte eine Trisomie 13 fiir ID 11 (n=1)
identifiziert werden. Ebenfalls zwei Gains sind auf Chromosom 15 detektiert worden:

Gain 15g14-qter mit 63 Mb (n=1: ID 11) sowie der 6,4 Mb messende Gain 15¢g23-q24.2
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(n=1: ID 55). Auch Chromosom 18 wies mit Gain 18p11.32-p11.21 (14,8 Mb, n=1: ID 83)
und dem 1,1 Mb messenden Gain 18922.3-g23 (n=1: ID 14) zwei Zugewinne auf.

Zusammenfassend waren somit Trisomie 8, Trisomie 9 und Zugewinn auf Chromosom 1q
die haufigsten groRen genomischen Gains in der untersuchten MF-Kohorte. Die weiteren

Falle von genomischen Zugewinnen >5 Mb kénnen der Tabelle 39 entnommen werden.

Bei den restlichen 57 CNAs handelte es sich um genomische Verluste (Loss), die bei
insgesamt 37% (33/87) der Patienten gefunden werden konnten. Im Folgenden werden
die grofRen genomischen Verluste (>5 Mb) getrennt von den kleineren Verlusten
dargestellt:

Chromosom 4 enthielt mit Verlust von 4q23-g25 (6,9 Mb, n=1) und dem 6,4 Mb
messenden Verlust von 4¢26-g27 (n=1) zwei Verluste >5 Mb, die beide bei ID 67
identifiziert wurden. Finf groBe Verluste wurden auf Chromosom 5 detektiert: Loss
5g13.2-qter (107,9 Mb, n=1: ID 55), Loss 5q14.3-g31.3 (48,9Mb, n=1: ID 95), der 68,4 Mb
messende Loss 5q14.3-g33.2 (n=1: ID 90), Loss 5q14.3-q34 (78,6 Mb, n=1: ID 92) und der
61,5 Mb grolRe Loss 5g23.1-gter (n=1: ID 6). Chromosom 6 wies mit Loss 6p22.1-pter (28,7
Mb, n=1: ID 12) und Loss 6g13-q14.3 (1 5 Mb, n=1: ID 20) zwei groRBe Verluste auf.
Insgesamt sechs Aberrationen in Form genomischer Verluste wurden auf Chromosom 7
identifiziert: Eine Monosomie 7 (n=2: ID 91, 83), Loss 7p12.1-p12.3 (5,8 Mb, n=1: ID 6),
der 53 Mb messende Loss 7p12.1-pter (n=1: ID 17), Loss 7p22.1-p12.2 (44,3 Mb, n=1: ID
55), der 53,4 Mb groBe Loss 7g22.2-qter (n=1: ID 6) und Loss 7935-qter (13,2 Mb, n=1: ID
17). Mit dem 27,4 Mb messenden Loss 13q12.3-q21.2 (n=1: ID 73) und Loss 13q13.3-
g21.1 (16,6 Mb, n=1: ID 55) waren insgesamt zwei grofRe genomische Verluste auf
Chromosom 13 zu finden. Drei Verluste >5 Mb konnten fiir Chromosom 20 beschrieben
werden: Der 14 Mb messende Loss 20911.21-g13.12 (n=2: ID 35, 41), Loss 20q11.21-
g13.2 (19,5-21,1 Mb, n=4: ID 5, 59, 81, 91) und der 25,1 Mb grofle Loss 20g11.21-q13.31
(n=1: 1D 19).

Am haufigsten waren somit der lange Arm von Chromosom 5 (Loss 5q, n=5), Chromosom
7 (Loss 7p, Loss 7q und Monosomie 7, n=6) und der lange Arm von Chromosom 20 (Loss
20q, n=3) von groReren genomischen Verlusten in dem Studienkollektiv betroffen. Die

Ubrigen Veranderungen kdénnen Tabelle 39 entnommen werden.
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Pathogenetisch besonders informative Kopienzahl-Veranderungen sind Aberrationen <5
Mb, die durch zytogenetische Untersuchungen nicht zu identifizieren sind: Diese
Regionen sind klein genug, um Kandidatengene zu detektieren; Regionen mit einer GroRe
von >5 Mb dagegen beinhalten in der Regel eine sehr groRe Anzahl an Genen und
erschweren dadurch die Eingrenzung von pathogenetisch relevanten Genen.

Die zum jetzigen Zeitpunkt vorliegenden Daten bei MPN deuten darauf hin, dass vor allem
kleine Deletionen (sog. "Mikrodeletionen") Gene mit pathogenetischer Relevanz
beinhalten. Diese Veranderungen werden daher im folgenden Absatz genauer

beschrieben.

Insgesamt konnten 30 dieser Mikrodeletionen im untersuchten MF-Kollektiv
nachgewiesen werden (Tabelle 40), die sich auf 21% (19/87) der untersuchten Patienten
verteilen:

Auf Chromosom 4 liel sich eine 0,8 Mb messende 424 Deletion (n=1: ID 19) erkennen,
die die Gene TET2, PPA2 und FLJ20184 enthalt. Mit dem 0,3 Mb groRen Verlust in 5q11.2
(n=1:ID 6), der die Gene ARL15, HSPB3 sowie SNX18 enthalt, und der 1,6 Mb messenden
5g31.2 Deletion (n=1: ID 88) mit den betroffenen Genen BRD8, CDC25C, CTNNA1, SIL1
und UBE2D2, waren auf Chromosom 5 zwei Deletionen <5 Mb zu finden. Auf Chromosom
7 konnten zwei Mikrodeletionen nachgewiesen werden: Loss 7p22.3-22.2 (1,6 Mb, n=1:
ID 55) u.a. mit den Genen SUN1, MAD1L1 und NUDT1 sowie Loss 7922.1 (0,8 Mb, n=1: ID
6) mit den Genen EMID2, MYL10 und CUX1. Auf dem kurzen Arm von Chromosom 12
wurden zwei Mikrodeletionen identifiziert: Zum einen Loss 12p13.2-p13.1 (1,6 Mb, n=1:
ID 11) u.a. mit den Genen ETV6, BCL2L14, LOH12CR1 und DDX47, zum anderen Loss
12p13.2-p12.3 (3,2 Mb, n=1: ID 58), der zusatzlich zur erstgenannten Aberration die Gene
GRIN2B und ATF7IP enthalt. Des Weiteren war auf dem langen Arm von Chromosom 12
die rekurrente Mikrodeletion Loss 12¢g24.31 (1,2-1,8 Mb, n=3: ID 56, ID 81, ID 85) zu
finden, die u.a. die Gene CABP1, SPPL3, CAMKK2 und KDM2B beinhaltet. Auch
Chromosom 13 wies mit Loss 13g14.2-14.3 (2,9-3,3 Mb, n=2: 1D 22, ID 42) eine rekurrente
Aberration auf, die u.a. die Gene SETDB2, ARL11 und TRIM13 enthalt. Auf Chromosom 15
waren folgende genomische Verluste <5 Mb zu identifizieren: Loss 15923 (1,2 Mb, n=1: ID
55) mit den Genen PIAS1, CALML4, CLN6, ITGA11, CORO2B, ANP32A und NOX5, Loss
15qg24.2 (0,5 Mb, n=1: ID 55) mit den Genen PTPN9, SNUPN, CSPG4 und UBE2Q2 sowie
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der rekurrente Loss 15¢g21.3 (0,6-1,1 Mb, n=2: ID 56, ID 70) mit den Genen ZNF280D,
TCF12 und CGNL1. Auch Chromosom 16 wies mehrere Mikrodeletionen auf: Neben Loss
16g23.2 (0,3 Mb, n=1: ID 16) mit dem CMIP-Gen war eine 0,5 Mb messende 16¢22.1
Deletion (n=1: ID 88) u.a. mit den Genen CBFB, LRRC29, KCTD19 und LRRC36 auf diesem
Chromosom zu finden. Auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 war mit Loss 17p13.1 (1
Mb, n=1: ID 6) eine Deletion vorhanden, die u.a. das TP53 Gen enthalt. Zwei Deletionen
<5 Mb betrafen das Chromosom 18: Zum einen Loss 18q11.2 (1,6 Mb, n=1: ID 6) mit den
Genen RBBP8, CABLES1, LAMA3 und HRH4, zum anderen Loss 18g12.1 (0,4 Mb, n=1: ID 6)
mit den Genen TTR, BAGALT6 und TRAPPC8. Chromosom 19 trug mit Loss 19913.31 (0,3
Mb, n=1: ID 27) eine kleine Deletion, die die Gene ZNF222-226, ZNF233 und ZNF235
umfasst. Auf Chromosom 20 war mit Loss 20g13.13-gq13.2 (n=1: ID 88) eine 2 Mb
messende Deletion zu identifizieren, die die Gene CEBPB, BACS4, NFATC2, KCNG1 und
SALL4 beinhaltet. Auf Chromosom 21 war mit Loss 21g22.12 (1,4 Mb, n=1: ID 35) eine
Mikrodeletion zu finden, in der sich die Gene RUNX1 und CBR1 befinden. Auch ein
Gonosom wies eine Mikrodeletion auf: Loss Xp11.4 (1,8 Mb, n=1: ID 18), die die Gene
BCOR, ATP6AP2 und MPCI1L enthalt.
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Tabelle 40. Auflistung der Mikrodeletionen (<5 Mb; n=30) in 87 Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09
Studie (NCT00949364).

Aberration Chromosom GroRe (Mb) n Pat-ID
Loss 4924 0,8 1 19
Loss 5g31.2 1,6 2 88
Loss 5g11.2 0,3 1 6
Loss 7p22.3-p22.2 1,6 1 55
Loss 7922.1 0,8 1 6
Loss 12p13.2-p13.1 1,6 1 11
Loss 12p13.2-p12.3 3,2 1 58
Loss 12g24.31 1,2-1,8 3 56;81;85
Loss 13914.2-q14.3 2,9-3,3 2 22;42
Loss 15914 2,8 1 11
Loss 15qg21.3 0,6-1,1 2 56,70
Loss 15923 1,2 1 55
Loss 15g24.2 0,5 1 55
Loss 16g22.1 0,5 1 88
Loss 16g23.2 0,3 1 16
Loss 17p13.1 1 1 6
Loss 17q11.2 1,3-6,8 3 26;57;83
Loss 18g11.2 1,6 1 6
Loss 18q12.1 0,4 1 6
Loss 19g13.31 0,3 1 27
Loss 20913.13-g13.2 2 1 88
Loss 21g22.12 1,4 1 35
Loss Xpl1.4 1,8 1 18

3.1.2 DIEREGION 17Q11.2

Neben der bereits oben erwdhnten Deletion auf dem p-Arm von Chromosom 17 konnten
auch auf dem langen Arm dieses Chromosoms Aberrationen gefunden werden:

Mit dem Loss 17g11.2 (1,3-6,8 Mb, n=3: ID 26, ID 57, ID 83) lag eine rekurrente
Mikrodeletion vor, deren kleinste gemeinsam deletierte Region (1,3 Mb) die Gene ADAP2,

RNF135, OMG, EVI2A/B, COPRS, UTP6, SUZ12 und NF1 umfasst (Abbildung 6).
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Abbildung 6. commonly deleted region (CDR) in 17q11.2. Zu sehen sind die beiden Proben der Patienten
ID=26 und ID=57 (A und B) und die Mikrodeletion in 17q11.2. Die roten Linien grenzen die kleinste
gemeinsam deletierte Region ein (1,3 Mb). Im unteren Bildabschnitt ist dieser Bereich exemplarisch
vergroRert dargestellt, um die in dieser Deletion enthaltenen Gene aufzuzeigen, zu denen auch NF1 und
SUZ12 gehoren (Log2Ratio = Fluoreszenzgesamtintensitat).

3.1.3 HETEROZYGOTIEVERLUST-ANALYSE (UPD)

Bei der Untersuchung des MF-Kollektivs auf Heterozygotieverluste ohne DNA-Verlust sind
nur solche UPDs bei der Datenanalyse bericksichtigt worden, die mindestens ein
terminales Ende des jeweils betroffenen Chromosoms einschlielen, da aktuelle
Studienergebnisse zeigen, dass es sich bei den interstitiellen UPDs in den meisten Fallen
nicht um klonale Aberrationen handelt (Jankowska et al. 2009). Zur sicheren Verifizierung
solcher interstitiellen UPDs miussten zusatzlich Analysen aus Keimbahnmaterial bei den
betroffenen Patienten erfolgen; diese wurden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht

durchgefihrt.
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Im Rahmen der Array-Analyse der 87 MF-Patienten konnten insgesamt 27 UPDs in 9
Chromosomen identifiziert werden, die den oben genannten Kriterien entsprechen
(Tabelle 41). Diese Aberrationen verteilten sich auf 27% (24/87) der untersuchten

Patienten.

Tabelle 41. Alle im untersuchten Kollektiv von 87 Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09 Studie
(NCT00949364) identifizierten uniparentalen Disomien (UPD); n=27

Aberration Chromosom GroRe (Mb) n Pat-ID

UPD 1p 55,4-120 3 10;32;75
UPD 3qll.2-gter 104,5 1 54
UPD 4q13.3-qter 115,8 1 91
UPD 4q13.1-qter 131 1 51
UPD 7922.1-qter 58,9-59,1 2 27;34
UPD 8g22.1-qter 48,7 1 77
UPD 9p 12,9-38,8 13 1;9;12;15;33;42;54,61;69;70;72;89;93
UPD 11q 66,9-77,5 2 40;88
UPD 11p11.2-pter 45,6 1 63
UPD 12g15-qter 66,6 1 70
UPD 14924.3-qter 33,5 1 77

Rekurrente UPDs oder solche, die ein pathogenetisch interessantes Gen beinhalten,
werden im Folgenden detailiert dargestellt:

Auf Chromosom 1 waren drei UPDs zu finden (n=3: ID 10, ID 32, ID75), deren kleinste
gemeinsam betroffene Region 55,4 Mb misst; in dieser Region liegt u.a. in 1p34.2 das
MPL-Gen. Mit den beiden Disomien UPDs 4q13.1-qter (131 Mb, n=1: ID 51) und UPD
4913.3-gter (115,8 Mb, n=1: ID 91) war auch Chromosom 4 von zwei sehr grofRen
Aberrationen betroffen, die u.a. auf 4924 das TET2-Gen enthalten. Zwei UPDs konnten
auf Chromosom 7 identifiziert werden: Mit UPD 7q22.1-qter (n=2: ID 27, ID 34) ist eine
Region von 58,9 Mb GroRe betroffen, die u.a. die Gene EZH2, CUX1 und DOCK4
beinhaltet. Die meisten uniparentalen Disomien waren auf Chromosom 9 zu finden:
Insgesamt 13 dieser Aberrationen wurden hier identifiziert (12,9-38,8 Mb, n=13:ID 1, ID
9,1D12,1D 15, 1D 33,1D 42, 1D 54, ID 61, ID 69, ID 70, ID 72, ID 89, ID 93), deren kleinste
gemeinsam betroffene Region u.a. auf 9p21.3 die Gene CDKN2A bzw. CDKN2B und auf
9p24.1 das JAK2-Gen beinhaltet.
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Mit Hilfe des in vorangegangenen Untersuchungen bestimmten JAK2-Mutationsstatus
konnte auBerdem eruiert werden, dass alle im analysierten Kollektiv von einer UPD 9p
betroffenen Patienten einen homozygoten JAK2 V617F-Mutationsstatus hatten.

Auch auf dem langen Arm von Chromosom 11 konnten UPDs nachgewiesen werden

(66,9-77,5 Mb, n=2: 1D 40, ID 88), die u.a. das CBL-Gen einschlieRen.
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3.2 NF1-SEQUENZANALYSE

Im nachsten Schritt dieser Dissertation wurde aufbauend auf den Ergebnissen der
Mikroarray-Experimente die Sequenzanalyse potentieller Kandidatengene durchgefiihrt,
um die pathogenetische Relevanz dieser Gene einschatzen zu kénnen. Im Kollektiv der 87
MF-Patienten, die mittels der SNP 6.0 Arrays untersucht wurden, konnte eine ,commonly
deleted region” (CDR) auf Chromosom 17qg11.2 identifiziert werden, deren kleinste
gemeinsame Deletion nur 1,6 Mb misst. Dieser Verlust beinhaltet u.a. das NF1-Gen, das
auf Grund seiner physiologischen Funktion als Tumorsuppressorgen ein potentielles
Kandidatengen darstellt. AuBerdem legen frihe Daten unserer Arbeitsgruppe nahe, dass
Patienten, die eine Mutation im NFI1-Gen tragen, im Verlauf sehr rasch in eine sAML
transformieren (Stegelmann et al. 2010).

Um die Frage nach der Relevanz einer NF1-Mutation fir die leukdmische Transformation
beantworten zu kdnnen, wurde die Sequenzanalyse des NF1-Gens an einer Kohorte von
sAML-Patienten aus ET, PV oder MF durchgefiihrt; sollte NF1 ein entscheidender Faktor
fir die Transformation in eine AML sein, ware hier eine signifikante Mutationsinzidenz zu
erwarten. Um diese Fragestellung zu adressieren wurden alle 58 Exons von NF1 in einer
sAML-Kohorte von 29 Patienten sequenziert und ausgewertet, sodass umfassende

Sequenzdaten vorlagen.

Im Rahmen dieser Mutationsanalyse konnte bei ID 1661 in Exon 33 eine
Substitutionsmutation nachgewiesen werden, bei der die Nukleinbase Adenin (A) durch
die Base Guanin (G) ersetzt wird (c.4351A>G). Diese Substitution hat den
Aminosaureaustausch von Asparagin (Asn) zu Asparaginsaure (Asp) zur Folge
(p.Asn1451Asp); damit handelt es sich hierbei um eine missense-Mutation.

Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei c.4351A>G um eine erworbene klonale
Mutation handelt, wurde Keimbahnmaterial (Wangenschleimhautabstrich) von ID 1661
auf das Vorliegen dieser missense-Mutation hin untersucht. Die anschlieende
Sequenzierung der Keimbahn-Probe zeigte eine WT-Sequenz fiir Exon 33 ohne
pathologischen Befund und beweist damit, dass es sich bei dieser Substitution um eine

erworbene Mutation handelt (Abbildung 7).
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Um mogliche Auswirkungen dieser Substitution auf die Proteinfunktion einschatzen zu
konnen, wurde sie diesbezlglich mittels des SIFT-Algorithmus analysiert
(http://sift.jcvi.org). Dieser bioinformatische Algorithmus nutzt u.a. Sequenz-Homologien,
um zu berechnen, welchen Effekt eine Aminosduresubstitution auf die Proteinfunktion
hat (Sorting Intolerant From Tolerant). Mit einem SIFT-Score von 0,01 ist davon
auszugehen, dass es sich bei p.Asn1451Asp um eine nicht-tolerierbare Substitution mit

pathologischer Auswirkung auf die Proteinfunktion handelt.

Eine weitere Substitutionsmutation konnte ebenfalls in Exon 33 fiir ID 2609 nachgewiesen
werden, bei der es zu einem Austausch von Cytosin (C) und Adenin (A) kommt
(c.4362C>A). Da diese Substitution jedoch keinen Aminosaureaustausch zur Folge hat,

handelt es sich hierbei um eine silent-Mutation (Abbildung 7).

NF1: c.A4351, p.N1451D NF1: Keimbahn-Sequenz NF1: WT-Sequenz
AC.TG TlGGC T|CATGATTGGC T{CATGATTGGC T

ity Al

NF1: c.C4362A NF1: WT- Sequenz
B TcTcAA2G AAC TETe

Abbildung 7. Elektropherogramm der NF1 Exon 33-Mutationen. Bei den hier abgebildeten
Sequenzabschnitten handelt es sich um reverse Sequenzabschnitte. (A) Zu erkennen ist die missense-
Mutation von ID 1661, die den Aminosaureaustausch von Asparagin zu Asparaginsaure zur Folge hat. In der
Keimbahn-Sequenz ist die Substitution von Adenin zu Guanin nicht zu identifizieren, sodass es sich hierbei
um eine erworbene klonale Mutation handeln muss. Daneben ist zur Bestatigung des Befundes die Wildtyp
(WT)-Sequenz dieses Abschnittes dargestellt. (B) Bei der Substitutionsmutation von ID 2609 handelt es sich
um eine silent-Mutation, die keinen Aminosdureaustausch zur Folge hat. Daher wurde auf die
Untersuchung von Keimbahnmaterial in diesem Fall verzichtet. Daneben ist ebenfalls die WT-Sequenz
dieser Region dargestellt.

Fiir ID 1182 konnte in der intronischen Sequenz zwischen den Exons 44 und 45 die 26-

stellige Insertion "ACAAAGGTTTTTATAAGTTCTGTGGA" nachgewiesen werden. Der
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dadurch entstehende frameshift beginnt 14 Nukleotide vor dem 5-Ende von Exon 45
(c.6705-15_6705-14ins26). Intronische Insertionen wie diese konnen durch die
Modifikation von splice sites oder die Entstehung von sogenannten kryptischen splice sites
durchaus Einfluss auf die extronischen Bereiche der mRNA haben und sind damit in der
Lage, die Proteinbiosynthese zu beeinflussen. Moglich ist die Detektion solcher
Auswirkungen nur durch eine Sequenzanalyse von cDNA, einer direkten Translation von
mRNA mittels einer reversen Transkriptase. Die Sequenzanalyse der cDNA von ID 1182
zeigte eine WT-Sequenz und belegt damit, dass die oben beschriebene intronische
Insertion keine Auswirkungen auf die mRNA und damit auch nicht auf das aus ihr

entstehende NF1-Protein hat (Abbildung 8).

NF1: c.XXXXinsACAAAGGTTTTTATAAGTTCTGTGGA

GG N THlc " WM "Il tccll Wl

A.umu‘_xh

NF1: WT-Sequenz
GERTCTITITIIAAT TCGCAGAT IT CCAT IO CAATA T

NF1: cDNA-Sequenz
LT T GCERT T cc T CEGTATTCTTA GE G

_//_

Abbildung 8. Elektropherogramm der intronischen NF1 Insertion. Im oberen Teil des Bildes ist der
Sequenzabschnitt mit dem beginnenden frameshift von ID 1182 zu erkennen, der durch die Insertion von 26
Nukleobasen (ACAAAGGTTTTTATAAGTTCTGTGGA) bedingt ist. Der rote Pfeil markiert den Beginn von Exon
45. Darunter ist die dazugehorige Wildtyp (WT)-Sequenz dieses Abschnitts dargestellt, und der Beginn von
Exon 45 erneut durch einen roten Pfeil angezeigt. Im unteren Bildabschnitt ist die sequenzierte Exon 45-
cDNA von ID 1182 abgebildet, die ebenfalls die WT-Sequenz zeigt und so beweist, dass die intronsiche
Insertion keinen Einfluss auf die mRNA und damit auf die Proteinbiosynthese nimmt. Auf Grund ihrer Lange
ist diese Sequenz verkiirzt dargestellt.
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Wie in Kapitel 2.2. erwdhnt, liegen fir dieses Kollektiv im Vorfeld generierte SNP-Array
Daten vor. Unter deren Beriicksichtigung ist es moglich, die Rolle, die NF1 fir die
Myeloproliferativen Neoplasien spielt, noch genauer zu beschreiben und die oben
genannten Ergebnisse im Hinblick auf moglicherweise vorhandene Deletionen in 17q11.2
zu erganzen:

Neben ID 1661, der von einer NF1 missense-Mutation betroffen ist (siehe Abbildung 7),
sind zwei weitere Proben zu nennen, die einen auffdlligen Befund in diesem Gen
aufweisen: Bei den IDs 1637 und 1644 lieR sich im Rahmen der SNP-Array Analyse eine
1,9 Mb bzw. 5,9 Mb messende Deletion der Region 17g11.2 nachweisen, die u.a. das NF1-
Gen beinhaltet. Damit liegt die Inzidenz von NF1-Affektionen (Mutation oder Deletion) im
untersuchten sAML-Kollektiv bei 10% (3/29).

Die weiterflihrende Analyse der beiden Datensatze zeigt auRerdem, dass alle Patienten
mit einem positiven NF1-Befund noch eine weitere gemeinsame Genomaberration
trugen, die das Tumorsuppressorgen TP53 betrifft: Sowohl ID 1637, ID 1644 als auch ID
1661 wiesen eine biallelischen TP53-Inaktivierung auf: ID 1637 war von einem Loss
17p13.1-pter (7,6 Mb) und einer heterozygoten TP53-Mutation betroffen (c.701A>G,
p.Tyr233Cys). ID 1644 zeigte in der SNP-Array Analyse einen 14,4 Mb messenden Verlust
(Loss 17p12-pter) und in der Sequenzanalyse ebenfalls eine heterozygote TP53-Mutation
(c.578A>G, p.His192Arg). Die Untersuchungsergebnisse von ID 1661 lieBen eine UPD 17p
sowie eine homozygote TP53-Mutation erkennen (c.743G>A, p.Arg248GlIn).

Diese Assoziation von positiven NF1- und TP53-Befunden in unserem Patientenkollekitv

ist in Tabelle 42 zusammengefasst:

Tabelle 42. Das gemeinsame Auftreten von postiven NF1-Befunden und biallelischen TP53-
Inaktivierungen im Kollektiv von 87 Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09 Studie (NCT00949364).
Alle im Kollektiv identifizierten biallelischen TP53-Inaktivierungen sind mit NFI-Alterationen assoziiert.
(UPD=uniparentale Disomie, Loss=Verlust)

ID NF1 TP53
Aberration Mutation Aberration Mutation
1637 Loss 17q11.2 - Loss 17p13.1-pter pCTZ/?;Q;gs
1644 |Lloss17911.1-11.2 - Loss 17p12-pter pcl-|5|Zi59AZ>§r’g
i pasntasiase | PP | o argaasc
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3.3 SUZ12-SEQUENZANALYSE

Das zweite im Rahmen der Sequenzanalyse untersuchte Gen war das ebenfalls auf
17911.2 liegende SUZ12. Auch fir diese Untersuchung stand das Kollektiv von 29 sAML-
Patienten zur Verfligung, deren 16 SUZ12-Exons erfolgreich sequenziert werden konnten.
Im Rahmen dieser Mutationsanalyse konnte fiir keine der Proben ein pathologischer

Befund erhoben werden.

3.4 ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit Hilfe der Microarray-Experimente insgesamt
83 copy number alterations (CNA) und 27 uniparentale Disomien (UPD) in 53/87 (60%)
Patienten identifiziert werden konnten. Eine zusammenfassende graphische Darstellung
dieser gewonnenen Ergebnisse ist Abbildung 9 (S. 43) zu entnehmen.

In vielen Fallen war es moglich, innerhalb dieser aberranten Regionen — auch im Kontext
mit publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen — potentiell pathogenetisch relevante

Gene zu identifizieren (Tabelle 43):

Tabelle 43. In 87 Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09 Studie (NCT00949364) identifizierte
Leukdmie-relevante Kandidatengene. (UPD=uniparentale Disomie, Loss=Verlust)

Aberration Chromosom n Gen Pat-ID

UPD 1p34 3 MPL 10;32;75
Loss/UPD 4924 3 TET2 19;51;91
Loss 7p12.2 2 IKZF1 6;17
Loss/UPD 7922.1 3 CUX1 6;27;34
UPD 7q931.1 2 DOCK4 27;34
UPD 7936.1 2 EZH2 27;34
UPD 9p24.1 13 JAK2 1;9;12;15;33;42;54,61;69;70;72;89;93
UPD 9p21.3 13 CDKN2A/B 1;9;12;15;33;42;54;61;69;70;72;89;93
UPD 11g23.3 2 CBL 40;88
Loss 12p13.2 2 ETV6 11,58
Loss 12g24.31 3 KDM2B 56;81;85
Loss 15921.3 2 TCF12 56,70
Loss 16g22.1 1 CBFB 88
Loss 17p13.1 1 TP53 6
Loss 17q11.2 3 NF1/SUz12 26;57,83
Loss 20913.11-gq13.12 7 L3MBTL1 5;19;35;41;59;81;91
Loss 21g22.12 1 RUNX1 35
Loss Xpll.4 1 BCOR 18
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Aullerdem war es im vorliegenden Kollektiv mdglich, die schon zuvor beschriebene
Deletionsregion 17gl11.2 mit den darin enthaltenen Genen NF1 und SUZ12 zu

detektieren.

Im Zuge der anschliefenden Sequenzierung dieser beiden Gene an einem Kollektiv von 29
sAML-Patienten aus ET, PV oder MF konnte eine erworbene klonale missense-Mutation in
Exon 33 des NF1-Gens nachgewiesen werden. Nach Einbeziehung von ebenfalls fir diese
Proben vorliegenden SNP-Array Ergebnissen ldsst sich fiir insgesamt drei Patienten des
Kollektivs eine NFI-Alteration nachweisen. Im SUZ12-Gen konnte keine Mutation

identifiziert werden.
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Abbildung 9. Karyogramm aller in der Kohorte von 87 Myelofibrose-Patienten der MPNSG-01-09 Studie
(NCT00949364) identifizierten genomischen Aberrationen. Die Balken bilden die GroRe und die Position

der Aberrationen ab. griin=Verlust, rot=Zugewinn, blau=uniparentale Disomie



DISKUSSION

4 DISKUSSION

BCR-ABL1-negative MPN sind eine klinisch sehr heterogene Gruppe von
hamatopoetischen Stammzellerkrankungen, deren Entstehung lange Zeit nicht erklart
werden konnte. Mit Entdeckung der JAK2 V617F Punktmutation im Jahr 2005 war jedoch
nicht nur ein wichtiger diagnostischer Marker identifiziert worden, vielmehr zeigte diese
Mutation erstmals die wichtige Rolle genetischer Aberrationen in der Pathogense der
MPN auf (Kralovics et al. 2005).

Seither ist unter Zuhilfenahme immer genauerer Detektionsmethoden eine Vielzahl von
relevanten Genen und Mutationen identifiziert worden, und man weiRk heute, dass MPN
eine aullerordentliche genetische und epigenetische Heterogenitdt und Komplexitat
aufweisen (Cross 2011), deren genaue Charakterisierung und Definition unabdingbar ist
fiir das Verstehen und das zielgerichtete Behandeln dieser Erkrankungen.

Bei den akuten myeloischen Leukamien (AML) konnte fiir einen Teil der Genmutationen
gezeigt werden, dass sie sich negativ auf das Uberleben auswirken. Bei den klinisch meist
chronisch verlaufenden MPN (v.a. ET und PV, aber auch MF) steht die Transformation in
eine AML im Vordergrund. Es ist also von groBer Bedeutung und hoher klinischer
Relevanz, solche Leukdmie-relevanten genetischen Aberrationen friihzeitig zu

identifizieren.

Um einen Teil zur Beschreibung dieser genetischen Komplexitat beizutragen und Gene zu
benennen, die an einer leukamischen Transformation beteiligt sein kdnnten, wurde im
ersten Teil der hier vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Microarray-basierten Analysen das
Genom von 87 homogen behandelten Myelofibrose-Patienten auf genomische

Aberrationen hin untersucht.

Bei der genomweiten SNP-Array Analyse des MF-Kollektivs konnten insgesamt 83
Aberrationen bei 60% der untersuchten Patienten gefunden werden. Diese Zahlen
unterstreichen die bereits oben erwdhnte genetische Komplexitdat von MPN und decken
sich mit den Ergebnissen friherer Studien (Stegelmann et al. 2010, Klampfl et al. 2011).

Auch das Auftreten der am haufigsten in diesem Kollektiv vorliegenden Auffalligkeiten
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(die Trisomie 8, die Trisomie 9 und der Verlust auf 20q11.21) bestétigt friihere Ergebnisse
und damit auch die Validitat der in dieser Arbeit erhobenen Daten.

Mit 68% lag die Inzidenz der identifizierten Aberrationen jedoch wesentlich hoher als die
durch konventionelle zytogenetische Methoden ermittelte, die je nach Studie mit 33-49%
angegeben wird (Hussein et al. 2009, Reilly et al. 1997, Tefferi et al. 2001). Damit
erlauben SNP-Arrays eine wesentlich genauere Identifizierung von Aberrationen des
Genoms, was zum einen durch die hohere Auflésung dieser Methode und zum anderen
durch die Detektion von UPDs moglich gemacht wird, die durch eine konventionelle

zytogenetische Analyse nicht detektierbar sind.

Die Mehrzahl der betroffenen Regionen im Genom der untersuchten Proben war so grof
und umfasste eine so erhebliche Anzahl an Genen, dass es kaum moglich war, in diesen
Abschnitten potentielle Kandidatengene einzugrenzen. Daher waren bei der Analyse der
Array-Ergebnisse Mikrodeletionen von besonderem Interesse, inbesondere solche
Mikrodeletionen, die bei mehr als einem Patienten zu finden waren (commonly deleted

region, CDR).

Auf Chromosom 1 fand sich in drei der Patienten eine CDR, deren kleinster gemeinsam
durch die UPD 1p betroffener Abschnitt das MPL (myeloproliferative leukemia virus
oncogene)-Gen auf 1p34 enthélt. Dieses Gen kodiert fiir einen Thrombopoietinrezeptor
(TpoR), der nach Bindung seines Liganden Thrombopoietin homodimerisiert und so mit
intrazytoplasmatischen Tyrosinkinasen wie z.B. JAK2 interagieren kann. Diese Kinasen
generieren durch Phosphorylierung von TpoR Bindungsstellen fir diverse Signalproteine
und auf diese Weise Ubt MPL einen regulierenden Einfluss auf die Proliferation von
Megakaryozyten und deren Differenzierung in Thrombozyten aus (Miyakawa et al. 1995,
Sattler et al. 1995).

Gain-of-function Mutationen dieses Onkogens haben eine ligandenunabhangige
konstitutive Aktivierung der Tyrosinkinasen und somit die Proliferation verschiedenster
Zelllinien zur Folge. Das Mausmodell hat auBerdem bewiesen, dass eine MPL-Mutation in
der Lage ist, ein PMF-ahnliches Erkrankungsbild hervorzurufen, und zeigt die Relevanz
solcher Mutationen bei den MPN auf (Pikman et al. 2006). MPL-Mutationen kdnnen in ca.

11% der MF-Félle nachgewiesen werden (Beer et al. 2008, Staerk et al. 2006).
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Mit TET2 (tet oncogene family member 2) beinhalten die 0,8 Mb messende Deletion 4¢24
und die beiden UPDs 4q ein Gen, das in der Pathogenese aller MPN-Entitaten eine Rolle
zu spielen scheint. So sind im Mittel 14% der MPN-Patienten von einer Mutation
und/oder Deletion in diesem Gen betroffen, wobei die Inzidenz bei MF-Patienten und
sAML-Patienten stark ansteigt und hier bei bis zu 26% liegen kann (Abdel-Wahab et al.
2009, Delhommeau et al. 2009). Im vorliegenden Kollektiv konnte eine TET2-
einschlieRende Aberration (Loss/UPD) bei drei Patienten nachgewiesen werden.

TET2 kodiert ein Enzym, dass 5-Methylcytosin (5mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC)
abbaut; die genaue Funktion von 5hmC ist nicht abschliefend geklart, es liegen jedoch
Daten vor, die vermuten lassen, dass es sich um mehr als nur ein Abbauprodukt von 5mC
handelt: So konnte gezeigt werden, dass das Gleichgewicht zwischen 5mC und 5hmC
einen entscheidenden Einfluss auf die Pluripotenz von Zellen hat (Ficz et al. 2011). In
diesem Zusammenhang sind mehrere Phanotypen beschrieben worden: Zum einen liegen
Daten vor, dass ein TET2-Knockdown im Mausmodell zu einer erhéhten monozytaren
Zelldifferenzierung fuhrt (Ko et al. 2010), zum anderen konnte gezeigt werden, dass eine
TET2-Haploinsuffizienz sowohl myeloische als auch lymphoproliferative Transformationen
induzieren kann (Solari et al. 2014). Damit wiirde TET2 eine entscheidende Rolle bei der
friihen Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen zuteil.

Sicher scheint jedoch zu sein, dass eine TET2-Mutation in zeitlichem Zusammenhang mit
der Entstehung einer sAML bzw. eines Bastenschubs steht und damit ein wichtiges
Ereignis im Rahmen der MPN-Progression darstellt (Abdel-Wahab et al. 2010, Schaub et
al. 2010).

Die weiterfiihrende Analyse der Deletionen auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 hat
eine 4 Mb messende CDR identifiziert, die auf 7p12.2 mit IKZF1 (ikaros zinc finger protein
1) ein &duRerst interessantes Kandidatengen enthédlt. Dieses Gen kodiert einen
Transkriptionsfaktor aus der Familie der DNA-bindenden Zinkfinger, die am Chromatin-
Remodeling beteiligt sind und einen wichtigen Regulator der hamatopoetischen
Differenzierung darstellen. Im Mausmodell resultieren Entwicklungsstérungen des
lymphatischen und myeloischen Systems dementsprechend wu.a. aus einem
Funktionsverlust dieses Proteins (Georgopoulos et al. 1994, Lopez et al. 2002, Winandy et

al. 1995). Auch in humanen malignen Tumorentitdten scheint IKZF1 eine wichtige Rolle zu

47



DISKUSSION

spielen, allen voran in der BCR-ABL positiven akuten lymphatischen Leukdmie (ALL), bei
der sich mit Uber 80 Prozent die hochste Inzidenz von IKZF1-Aberrationen findet
(Mullighan et al. 2008). AuBRerdem ist bekannt, dass IKZF1 mit dem Auftreten der
leukdmsichen Transformation von MPN assoziiert ist: So waren in einer 2010
veroffentlichten Studie 21 Prozent aller post-MPN Leukdmien von einem Verlust dieses
Gens betroffen (Jager et al. 2010) und es ist naheliegend, dass ein solches Ereignis mit
einer schlechten Prognose fiir MF-Patienten vergesellschaftet ist (Strasser-Weippl et al.
2005).

Wie genau eine IKZF1-Haploinsuffizienz die MPN-Progression fordert, ist unklar. Es gibt
jedoch Anhaltspunkte dafiir, dass eine IKZF1-Deletion zum einen die Genomstabilitat
herabsetzt und zum anderen im Verbund mit einer bestehenden JAK2-Mutation die
leukdamische Transformation bedingt (Jager et al. 2010, Mullighan et al. 2009). Die in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse bestatigen beide Thesen: Von einer IKZF1-Deletion
betroffen Proben weisen sowohl einen mit 8 bzw. 11 Aberrationen komplexen Karyotyp,

als auch einen positiven JAK2-Mutationsstatus auf.

Auf dem langen Arm von Chromosom 7 lie8 sich mit der UPD 7q22.1-qter und dem
Verlust 7922.1 bei 3/87 Patienten eine nur 0,8 Mb groRe CDR identifizieren, die das CUX1-
Gen (cut-like homeobox 1) enthélt. Dieses Gen spielt eine Rolle bei der transkriptionalen
Aktivierung von Zellzyklus-regulierenden Genen und ist auBerdem an der Hamatopoese
beteiligt (Cadieux et al. 2006, Truscott et al. 2008).

Mit diesem Gen ist moglicherweise ein neues und wichtiges Target flir 7q-Deletionen
gefunden worden, dessen Rolle in der Pathogenese der MPN noch kaum untersucht ist.
Die Daten dieser Arbeit decken sich mit den Ergebnissen zweier weiterer Studien, die
ebenfalls CUXZ1-beinhaltende Mikrodeletionen in dieser Region zum Zeitpunkt
leukamischer Transformation identifizieren konnten und daher vermuten lassen, dass es
sich hierbei um Leukdmie-relevante Aberrationen handelt (Klampfl et al. 2011,

Thoennissen et al. 2011).

Die beiden Falle mit UPDs 7g22.1-qter enthielten noch zwei weitere interessante Gene: In
7931.1 war mit DOCK4 (dedicator of cytokinesis 4) ein Gen zu finden, dass ein GTPase-

regulierendes Protein codiert und so Einfluss nimmt auf Adharenz-Verbindungen
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zwischen Zelllen. Rekurrente Mutationen dieses Gens konnten bereits in soliden Tumoren
nachgewiesen werden, aber auch mit nicht-soliden Tumoren konnte DOCK4 in
Verbindung gebracht werden (Yajnik et al. 2003). So konnte in myelodysplastischem
Knochenmark eine signifikante Hypermethylierung und eine reduzierte Expression dieses
Gens gezeigt werden. Auch war zu beobachten, dass ein DOCK4-Knockdown zu erhéhten
Apoptoseraten in  primaren  Knochenmarkszellen  fiihrt und damit ein
Knochenmarksversagen zur Folge hat (Zhou et al. 2011).

Zwar ist die Rolle dieses Gens in der Pathogenese von MPN zum jetzigen Zeitpunkt unklar,
allerdings zeigen diese Ergebnisse die Relevanz, die es in Bezug auf die Hamatopoese
haben kann, und daher ist es durchaus denkbar, dass die Affektion von DOCK4 einen

entscheidenden Befund bei 7q Aberrationen darstellt.

Ein weiteres interessantes Gen in UPD 7q ist EZH2 (enhancer of zeste 2), das - wie in
Kapitel 1.4. beschrieben - die Histonmethyltransferase des Polycomb Repressive Complex
2 (PRC2) codiert, die durch epigentische Modifikation von Chromatin u.a. in der Lage ist,
die Stammzellerneuerung zu regulieren (Sauvageau et al. 2010). Das onkogene Potential
von EZH2 geht deutlich aus Studiendaten hervor, die besagen, dass ca. 13% der MF-
Patienten eines untersuchten Kollektivs von einer Mutation und bis zu 25% der sAML-
Patienten von einer Aberration in diesem Gen betroffen sind (Ernst et al. 2010,
Makishima et al. 2010).

Diese Daten legen nahe, dass EZH2 womoglich ein entscheidender Faktor bei der
leukamischen Transformation von MPN ist. Ein solcher Zusammenhang ware von groRer
prognostischer Relevanz, denn die EZH2-Mutation stellt fiir Leukdmie-Patienten einen
Risikofaktor dar, der mit einer signifikant erniedrigten Lebenserwartung einhergeht

(Grossmann et al. 2011a).

Das Erkennen der JAK2 (Janus kinase 2) V617F Mutation in den UPDs 9p zeigte - wie in
Kapitel 1.4. beschrieben - erstmals die Rolle genetischer Aberrationen in der Pathogenese
der MPN auf:

JAK2 spielt als intrazytoplasmatische Tyrosinkinase Uber den JAK-STAT-Pathway eine
entscheidende Rolle in der Hamatopoese und die 2005 gemachte Entdeckung, dass

beinahe alle Patienten, die eine UPD 9p tragen, von einer aktivierenden Punktmutation
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(V617F) in diesem Gen betroffen sind, stellte einen Meilenstein in der Erforschung von
MPN dar (Kralovics et al. 2005, Neubauer et al. 1998).

JAK2 V617F ist die mit Abstand am haufigsten anzutreffende Mutation bei MPN und nicht
nur von diagnostischer Bedeutung, sondern auch ein vielversprechender Ansatz fiir eine
zielgerichtete Therapie dieser Erkrankungen.

Auch in dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv stellte die JAK2 Mutation die am
haufigsten anzutreffende Aberration dar: Bei 13/87 (14%) Patienten konnte eine
Hemizygotie flr dieses Gen nachgewiesen werden; dabei sind die betroffenen Patienten
sowohl von einer UPD, als auch von einer Inaktivierung (V617F-Punktmutation) des
verbliebenen Allels betroffen. Bereits im Vorfeld generierte Daten zeigen zudem bei
36/87 (41%) der nicht von einer UPD 9p betroffenen Patienten eine JAK2-Punktmutation,
sodass die Gesamtinzident fiir JAK2 Mutationen im untersuchten Kollektiv bei 56%

(49/87) liegt.

Mit CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) und CDKN2B (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2B) enthielt die UPD 9p auf 9p21.3 zwei weitere Gene, die an der
Zellzyklusregulation beteiligt sind. CDKN2A (auch p16 genannt) bindet an einen Vertreter
der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK4), die fur die Regulation des Zellzyklus in der G1-
Phase verantwortlich sind (Serrano et al. 1993, Solomon 1993). Die daraus resultierende
Stérung des Zellzyklus hat onkogenes Potential, was durch Daten belegt ist, die eine p16-
Aberration mit T-Zell-Leukdamien und soliden Tumoren in Verbindung gebracht haben
(Fujiwara et al. 1999, Nobori et al. 1994).

Eine weitere Transkriptvariante dieses Gens fungiert als Stabilisator des
Tumorsuppressorgens p53 durch die Regulation von MDM2 (mouse double minute 2
homolog), das in der Lage ist, p53 zu degradieren (Haupt et al. 1997).

CDKN2B (auch pl5 genannt) (bt ganz &hnliche Funktionen aus: Dieses
Tumorsuppressorgen scheint als Effektor des TGF-f (transforming growth factor beta)
vermittelten Zellarrests in der G1-Phase zu fungieren und p15-Affektionen sind ebenfalls
flir mehrere Tumorentitaten beschrieben (Hannon et al. 1994).

Aus den so dargelegten Einfliissen von p16 und p15 auf die Wachstumsvorgdnge einer
Zelle wird deutlich, dass 9p21.3-einschlieBRende Aberrationen fir die Pathogenese von

MPN von grofRer Bedeutung sein kbnnen.
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Die beiden im Kollektiv beschriebenen UPDs auf Chromosom 11 beinhalteten mit CBL
(Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral) ein Gen, das als E3 Ubiquitin-Ligase
weitreichende Effekte auf die Zellproliferation und Zelldifferention hat. Bisher wurden
drei CBL-Proteinhomologe (c-CBL, CBL-b und CBL-c) identifiziert, die allesamt an der
Degradierung von Rezeptortyrosinkinasen und anderen Tyrosinkinasen beteiligt sind
(Schmidt et al. 2005). Der Einfluss dieser Genprodukte auf die Pathogenese von
hdamatologischen Erkrankungen ist durch Tiermodelle gut beschrieben: Der CBL-
Knockdown hat eine Hyperreagibilitat der Tyrosinkinasen zur Folge und abhdngig von den
jeweils betroffenen Proteinhomologen resultieren daraus Phanotypen unterschiedlichster
Auspragung, vom milden proliferativen Erkrankungsbild bis hin zur rasant letal
verlaufenden MPN (Murphy et al. 1998, Naramura et al. 2010).

Bei klinisch aggressiv verlaufenden MPN wurde die CBL-Mutation als rekurrentes Ereignis
beschrieben und insbesondere die Beobachtung, dass betroffene Patienten rasch in eine
sAML transformieren macht CBL zu einem interessanten Kandidatengen fir die

leukdmische Transformation der MPN (Grand et al. 2009, Makishima et al. 2009).

Einen weiteren interessanten Befund zeigten Aberrationen von Chromosom 12: Hier war
eine nur 1,5 Mb messende CDR zu finden, die auf 12p13.2 u.a. das ETV6-Gen (ET variant
6) beinhaltet. Als Transkriptionsfaktor ist dieses Gen maligeblich an der Regulation der
Blutbildung beteiligt und es konnte nachgewiesen werden, dass ETV6 fir die adulte
Hamatopoese im Knochenmark unabdingbar ist (Wang et al. 1998). Urspriinglich wurde
das Pathogenitdtspotential dieses Gen bei der CML in Form der Translokation t(5;12)
erkannt. Inzwischen sind eine Vielzahl von ETV6-Fusionsgenen (z.B. JAK2 oder RUNX1)
beschrieben, die jeweils mit spezifischen Leukamieformen vergesellschaftet sind
(Bohlander 2005, Golub et al. 1994). ETV6 ist jedoch nicht nur in Form von
Translokationen ein wichtiger leukamischer Faktor: Bis zu 23% der akuten lymphatischen
Leukdmien im Kindesalter sind von einer LOH im Bereich dieses Gens betroffen (Cave et
al. 1997). Diese Daten zeigen deutlich, welch entscheidenden Einfluss ETV6 auf die

Leukdmogenese nehmen kann.

Auf dem langen Arm ebenfalls von Chromosom 12 befindet sich in 12q24.31 das KDM2B-

Gen (lysine-specific demethylase 2B), das im untersuchten Kollektiv in einer nur 0,8 Mb
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messenden CDR zu identifizieren war. Das von diesem Gen codierte Protein ist eine
Histon H3 Lysin 36 (H3K36) Demethylase und reprimiert die Transkription von
ribosomaler RNA; der daraus resultierende stark negative Effekt auf die Zellproliferation
macht KDM2B zu einem potentiellen Tumorsuppressorgen. Interessanterweise wird
dieser Effekt Uber eine Derepression von pl15 (CDKN2B) vermittelt, einem weiteren in
diesem Kollektiv beschriebenen Kandidatengen (s.0.) (Frescas et al. 2007, He et al. 2008).
Die Relevanz einer KDM2B-Affektion in der Pathogenese der Leukdmie wird durch Daten
unterstrichen, die zeigen, dass die KDM2B-Expression zum Zeitpunkt der Leukdmogenese
deutlich gesteigert ist und sich in leukdmischen Stammzellen dauerhaft erhoht zeigt (He

et al. 2011).

Auf Chromosom 15 war im vorliegenden Kollektiv eine 0,6 Mb grofe CDR zu finden, die
das TCF12-Gen (transcription factor 12) enthalt. Das TCF12-Genprodukt ist Mitglied der
Helix-Loop-Helix (HLH) Familie; HLH-Proteine sind Uber die Repression der E-Cadherin
Expression in der Lage, die epithelial-mesenchymale Transition zu induzieren, die einen
essentiellen Vorgang bei der Tumorprogression darstellt (Peinado et al. 2007); so konnte
nachgewiesen werden, dass die E-Cadherin Level bei AML-Patienten signifikant niedriger
sind als in der untersuchten Kontrollgruppe (Chen et al. 2013). Interessanterweise geben
Immunoprazipitationsexperimente Hinweis darauf, dass TCF12 diesen Effekt mit Hilfe des
EZH2-Genprodukts ausibt (Lee et al. 2012); das auf Chromosom 7 gelegene EZH2 ist
ebenfalls ein fiir dieses Kollektiv beschriebenes Kandidatengen.

Die klinische und onkologische Relevanz von durch TCF12 induzierter E-Cadherin
Repression zeigen Daten, die eine signifikante Uberexpression dieses Gens bei der
Metastasierung von Kolonkarzinomen beschreiben (Lee et al. 2012). Und auch fir
maligne hamatologische Entitaten liegen Daten vor, bei denen sich 4,4% der untersuchten

PMF-Patienten von einer Mutation im TCF12-Gen betroffen zeigen (Tenedini et al. 2013).

Auf Chromosom 16 konnte in diesem Kollektiv eine nur 0,5 Mb messende Mikrodeletion
nachgewiesen werden, die das CBFB-Gen (core-binding factor, beta) beinhaltet. CBFB
kodiert fur die B-Untereinheit der sog. core-binding factor (CBF) Familie, die als
Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle bei der Regulierung diverser Zellvorgange spielt.

Von besonderem Interesse sind dabei die a-Untereinheit RUNX1 (dieses auf Chromosom
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21 codierte Protein wird im weiteren Verlauf dieser Diskussion besprochen werden)
sowie das von CBFB codierte CBF-f, deren Funktionen essentiell fiir die Hdmatopoese zu
sein scheinen (Speck et al. 2002).

Im CBF-f defizienten Mausmodell konnte ein Versagen der definitiven Hamatopoese
durch das Fehlen friiher hamatopoetischer Vorlauferzellen beobachtet werden (Sasaki et
al. 1996). Des Weiteren ist die Beteiligung von CBFB beim AML-Subtyp M4Eo gut
beschrieben: Durch die Inversion inv(16)(p13g22) kommt es zu einer Fusion von CBFB und
MYH11. Das so entstandene Fusionsgen verhindert durch Dimerisierung die
physiologische Interaktion mit RUNX1 und fihrt so einer malignen Entartung der
Blutbildung in den betroffenen Zellenlinien (Liu et al. 1993, Shigesada et al. 2004). Diese
Erkenntnisse machen CBFB zu einem interessanten Kandidatengen fir die leukdmische

Transformation bei den MPN.

Eine Mikrodeletion auf 17p13.1 umfasst mit TP53 (tumor protein p53) ein
Tumorsuppressorgen, das u.a. Uber die Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose in
biologische Vorgange innerhalb einer Zelle eingreift. Eine Keimbahnmutation von p53
resultiert im "Li-Fraumeni Syndrom", bei dem die betroffenen Patienten ein signifikant
erhohtes Risiko haben, an Tumoren diverser Entitdten zu erkranken (Malkin et al. 1990).
Dieser Umstand unterstreicht die zentrale Rolle dieses Gens bei neoplastischen
Vorgdngen.

So ist es nicht verwunderlich, dass p53 auch bei MPN eine wichtige Rolle spielt: Dabei
scheinen die chronischen Phasen (ET, PV und PMF) von einer Mutation in diesem Gen
nicht betroffen zu sein, wohingegen bis zu 27% aller sAML-Patienten ein solches Ereignis
erkennen lassen (Harutyunyan et al. 2011). Damit konnte im vorliegenden Kollektiv auf

17p13.1 eine typische Leukdamie-relevante Aberration gefunden werden.

Deletionen auf dem langen Arm von Chromosom 20 zahlen zu den haufigsten
Aberrationen bei den Myeloproliferativen Neoplasien (Dewald et al. 1993). Auch in dem
hier untersuchten Kollektiv zeigten sich 8/87 Patienten von einer solchen Deletion
betroffen. Die CDR von sieben dieser acht Verluste misst 14 Mb und innerhalb dieser
groflen Region findet sich auf 20911.21-13.12 das L3MBTL1-Gen (Lethal(3)malignant

brain tumor-like protein, isoform 1). Sein Protein fungiert durch die Bindung an
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methylierte Histone als Transkriptionsrepressor und ist damit essentiell fiir den Erhalt der
genomischen Stabilitat (Boccuni et al. 2003, Trojer et al. 2007). Auch ist bekannt, dass
eine Repression dieses Proteins eine gestorte Erythropoese sowie Megakaryopoese zur
Folge hat (Aziz et al. 2013). Studienergebnisse zeigen aulRerdem, dass es sich bei L3MBTL1
um ein imprintetes Gen mit exklusiver Expression des paternalen Allels handelt (Li et al.
2004). Dieser Umstand bedingt, dass schon das alleinige Vorliegen einer Deletion -sofern
sie das paternale Allel betrifft- in der Lage ist, einen vollstandigen Funktionsverlust des
L3MBTL1-Gens zu verursachen. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelte
Aberrationsinzidenz unterstiitzt die These, dass es sich bei L3MBTL1 um ein Gen mit

pathogenetischer Relevanz fiir MPN handelt.

RUNX1 (runt-related transcription factor 1) konnte in Fallen mit Loss 21qg22.12
identifiziert werden. Dieser Transkriptionsfaktor ist als Mitglied der CBF-Familie -wie oben
bereits beschrieben- ein essentielles Regulationselement bei der Ausdifferenzierung von
hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) (Okuda et al. 2001, Speck et al. 2002).

Die aktuelle Datenlage legt nahe, dass RUNX1 ebenso wie p53 von besonderer Bedeutung
fur die leukamische Transformation zu sein scheint: So sind bei sAML-Patienten de novo
Mutationen in diesem Gen nachgewiesen worden und bei der Untersuchung groRer MPN-
Kollektive sind RUNX1-Aberrationen auf sSAML-Falle beschrankt gewesen (Ding et al. 2009,
Klampfl et al. 2011).

Mit BCOR (BCL-6 interacting corepressor) in Fallen mit Loss Xp11.4 ist ein Gen von einer
Aberration betroffen, dass 2011 zum ersten Mal mit leukdmischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht wurde: Bei genauerer Untersuchung einer Subpopulation von AML-
Patienten konnte ein gehduftes Auftreten einer somatischen BCOR-Mutation
nachgewiesen werden (Grossmann et al. 2011b).

BCOR ist wichtiger Faktor bei der Regulation der Himatopoese und agiert auRerdem als
Repressor von BCL6, von dem man weil, dass es die Gentranskription beeinflusst (Huynh
et al. 2000, Wamstad et al. 2008). Mutierte und translozierte Kopien von BCL6 spielen
eine wichtige Rolle bei der Entstehung von B-Zell Lymphomen (Ye et al. 1993); so ist es
durchaus denkbar, dass Aberrationen von BCOR ein entscheidendes Ereignis fir die

Pathogenese von malignen Neoplasien oder leukdamischen Erkrankungen darstellen.
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Besonderes Augenmerk wurde im Rahmen der SNP-Array Analyse auf die Region 17q11.2
gerichtet, die insbesondere auf Grund friherer Ergebnisse der Arbeitsgruppe ein
Genlocus ist, der interessante Kandidatengene fir die leukdmische Transformation von
MPN enthalt: So zeigen diese Daten, dass es sich bei der 17ql11.2-Deletion in einem
Kollektiv von MPN-Patienten um ein rekurrentes Ereignis handelt und dass bei den von
einer 17qll.2-Aberration betroffenen MF-Patienten im Verlauf sehr rasch die

Transformation in eine SAML zu beobachten war (Stegelmann et al. 2010).

In dem hier untersuchten Kollektiv war die Region 17q11.2 bei drei Patienten durch eine
Deletion betroffen. Diese Inzidenz bestatigt die 2010 von unserer Arbeitsgruppe
veroffentlichten Ergebnisse, die einen 17q11.2-Verlust als seltenes, jedoch rekurrentes
Ereignis beschreiben.

Die kleinste gemeinsame Deletion der drei nachgewiesenen Verluste misst nur 1,3 Mb
und beinhaltet zwei Gene, die auf Grund ihrer physiologischen Funktionen an einer

leukdmischen Transformation malRgeblich beteiligt sein konnten:

NF1 (neurofibromin isoform 1) ist ein Tumorsuppressorgen, das mit der autosomal
dominanten "von Recklinghausen Neurofibromatose" assoziiert ist. Das von NF1 codierte
Neurofibromin ist ein GTPase-aktivierendes Protein, das liber den Ras-Signalweg einen
modulierenden Effekt auf die Zellproliferation austibt (Weinberg 2006).

Es ist schon lange bekannt, dass an Neurofibromatose leidende Patienten ein stark
erhohtes Risiko haben, diverse solide Tumoren, aber auch myeloische Leukdamien zu
entwickeln (Bader et al. 1978). Die NFI-Keimbahnmutation scheint ein mdglicher
pradisponierender Faktor fir die Entwicklung einer Leukdamie zu sein: Steinemann et al.
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass eine biallelische NFI-Inaktivierung in der
Lage ist, eine Neurofibromatose in eine juvenile myelomonozytdre Leukdmie (JMML) zu
transformieren (Steinemann et al. 2010).

Bemerkenswert ist jedoch, dass auch Leukdamie-Patienten erworbene Mutationen im NF1-
Gen tragen. Dies ergaben Untersuchungen an Proben von padiatrischen Patienten mit
akuter lymphatischer T-Zell Leukdmie (T-ALL) und akuter myeloischer Leukdmie (AML)

(Balgobind et al. 2008). Zum selben Ergebnis kam eine Studiengruppe, die ein Kollektiv
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von adulten AML-Patienten auf das Vorliegen einer NF1-Mutation untersuchte (Parkin et
al. 2010).

Auch bei MPN sind Affektionen des NF1-Gens in mehreren Studien beschrieben, in denen
vor allem die Myelofibrose-Patienten von NF1-Aberrationen betroffen waren (Kawamata
et al. 2008, Stegelmann et al. 2010). Diese Beobachtungen werden durch am Mausmodell
gewonnene Ergebnisse unterstiitzt, die darlegen, dass eine somatische NF1-Mutation in

HSZ den Phanotyp von MPN zur Folge hat (Le et al. 2004).

SUZ12 (suppressor of zeste 12) ist als ein Kernprotein des Polycomb Repressive Complex 2
(PRC2) entscheidend an der Chromatinmodifikation beteiligt und damit in der Lage, eine
Repression der Transkription zu bewirken (Sauvageau et al. 2010). Dass Stérungen dieser
Regulationsfunktion, bedingt durch eine Uberexpression von SUZ12, bei einer Reihe von
soliden Tumoren gefunden werden kann, ist bereits seit einigen Jahren bekannt
(Rajasekhar et al. 2007, Sparmann et al. 2006).

Fir EZH2, ein weiteres Kernprotein des PRC2, ist beschrieben, dass Mutationen und
Aberrationen mit dem Auftreten von MPN und Leukdmien assoziiert sind und aullerdem
die Lebenserwartung von Betroffenen signifikant senken (Ernst et al. 2010, Grossmann et
al. 2011a, Makishima et al. 2010).

Man kann daher vermuten, dass SUZ12 als Kernprotein auch Einfluss auf die Entstehung
und Progression von nicht-soliden Tumoren hat, und es liegen Daten vor, die diese
Vermutung untermauern: So konnte gezeigt werden, dass eine SUZ12-Mutation in HSZ
deren Aktivitdt im Vergleich zu WT-HSZ erheblich steigert, was dieses Gen zu einem
potentiellen Tumorsuppressorgen werden lasst (Majewski et al. 2008). Auch gibt es
Indizien daflir, dass eine SUZ12-Mutation und nicht eine NF1-Mutation das entscheidende

Target hinter 17q11.2-Aberrationen bei MPN-Patienten darstellt (Score et al. 2011).

All diese Erkenntnisse machen NF1 und SUZ12 zu interessanten Kandidatengenen in der
Gruppe der MPN. Beide Gene liegen nur ca. 600 bp voneinander entfernt auf dem langen
Arm von Chromosom 17 und so ist es durchaus moglich, dass eine relevante Interaktion
zwischen NF1 und SUZ12 besteht. 17q11.2 beinhaltende Aberrationen konnten in dieser

Arbeit dreimal bestatigt werden und geben Hinweis darauf, dass diese Region bei einem
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Teil der Patienten eine wichtige Rolle bei der Entstehung und/oder Progression der MPN

spielt.

Um die Rolle, die die Region 17q11.2 mit den darin enthaltenen Genen NF1 und SUZ12
bei der leukdmischen Transformation der MPN spielt, genauer zu untersuchen, wurden
im zweiten Teil der hier vorliegenden Arbeit die Exons von NF1 und SUZ12 in einem

Kollektiv von 29 sAML-Patienten sequenziert.

Im Rahmen der Sequenzanalyse dieser beider Gene konnte bei einem Patienten mit sSAML
eine missense-Mutation (Exon 33) in NF1 nachgewiesen werden. Unter Beriicksichtigung
von fiur dieses Kollektiv ebenfalls vorliegenden SNP-Array Daten lassen sich zusatzlich
zwei Proben mit einer NF1 beinhaltenden 17q11.2-Deletion ausmachen, sodass die
Inzidenz von NF1-Affektionen im sAML-Kollektiv bei 10% (3/29) liegt.
Bemerkenswerterweise ist bei allen drei Patienten eine biallelische TP53-Inaktivierung
nachweisbar. Das gemeinsame Auftreten dieser beiden Pathologien konnte schon fir
einige solide Tumorentitdten gezeigt werden: So scheint das Zusammenspiel von NF1 -
und TP53-Inaktivierungen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von serdsen
Ovarialkarzinomen zu spielen. Zu diesem Ergebnis gelangt eine Studie, in deren Kollektiv
22% der Proben von gemeinsamen Mutationen in diesen Genen betroffen waren (Sangha
et al. 2008). Weitere Studienergebnisse legen dar, dass das gemeinsame Vorliegen einer
biallelischen NF1- und TP53-Inaktivierung stark mit dem Auftreten maligner
Neurofibrome bei der Neurofibromatose Typ | Erkrankung assoziiert ist. Dieses
Mutationmuster ist nicht in den benignen Tumoren zu beobachten und so liegt die
Vermutung nahe, dass die maligne Progression der Neurofibromatose Typ | Erkrankung
neben der somatischen Inaktivierung des zweiten NFI1-Allels einer biallelischen TP53-
Inaktivierung bedarf (Legius et al. 1994, Rasmussen et al. 2000).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine alleinige NFI1-Mutation auch fir die
leukdamische Transformation der MPN nicht entscheidend ist. Die Assoziation mit TP53-
Inaktivierungen lasst jedoch annehmen, dass diese Konstellation fiir einen Teil der SAML-

Patienten von groRRer Bedeutung ist.
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Die Aussagekraft der durch diese Arbeit gewonnenen Daten lieSe sich weiter steigern,
wenn fur die SNP-Array Analyse "matched pairs", also sowohl Tumormaterial als auch
tumorfreies Material von einem Patienten zur Verfligung gestanden hatten. Ein direkter
Vergleich dieser beiden Proben wiirde die Detektion Krankheits-relevanter Aberrationen
deutlich erleichtern.

Oft werden im Rahmen von "matched pair" Analysen jedoch Proben verwendet, die nach
erfolgreicher Chemotherapie im Stadium einer kompletten Remission entnommen
wurden. Solche Proben stehen bei MPN-Patienten nicht zur Verfligung, da bei diesen
Patienten in der Regel keine remissionsinduzierende Chemotherapie durchgefiihrt wird.
Eine Moglichkeit tumorfreies Material -sog. Keimbahnmaterial- zu gewinnen, ist die
Entnahme von z.B. Hauptbiopsien. Da viele der Patienten des MF-Kollektivs im Rahmen
der MPNSG-01-09 Studie (NCT00949364) aus diversen Zentren der MPN-Studiengruppe in
Deutschland rekrutiert worden sind und die Entnahme einer Hautbiopsie kein
Routinestandard ist, ist eine systematische Asservierung von Keimbahnmaterial in dieser

Form schwierig.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Erhebung des Mutationsstatus der
Kandidatengene, die bei der Microarray Analyse von einer Aberration betroffen waren.
Auf Grund der Vielzahl der Gene, die allein in der hier angefertigten Analyse von einer
Aberration betroffen waren, ist es vor dem Hintergrund des hohen Arbeitsaufwandes
kaum moglich, deren Mutationsstatus durch konventionelle Sequenzierung systematisch
zu bestimmen. Daher wird die Anwendung der "Next-generation sequencing" Methode
malgeblich dazu betragen, die den MPN zugrunde liegenden Mutationen weiter zu

entschlisseln.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die vorliegende Arbeit durch die Anwendung von
SNP-Array Analysen einen wichtigen Betrag zur Charakterisierung des genetischen Profils
von MPN-Patienten geleistet hat. Durch die Analyse einer definierten homogenen
Patientenkohorte kénnen reprasentative Daten generiert werden. Die hier vorgelegte
Arbeit gibt einen detaillierten Einblick in die Komplexitdt dieser Erkrankungsgruppe und

durch die Gegenlberstellung der gewonnenen Ergebnisse mit Angaben aus der
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wissenschaftlichen  Literatur war es moglich, charakteristische genomische
Veranderungen von MPN zu identifizieren.

Die ldentifizierung der von Aberrationen betroffenen Genen, die Beschreibung ihrer
Funktionen und damit ihrer Rolle, die sie in der Pathogenese der Myeloproliferativen
Neoplasien spielen, tragen dazu bei, diese Erkrankungen besser zu verstehen, und sind
ein wichtiger Schritt hin zu neuen Behandlungsstrategien.

Die Sequenzanalyse der beiden Gene NF1 und SUZ12 konnte deren Rolle bei der
leukamischen Transformation von MPN nicht abschliefend kldaren. Einerseits konnten NF1
mit dem Auftreten einer sAML in Verbindung gebracht werden, und die Assoziation
dieses Befundes mit einer biallelischen TP53-Inaktivierung ist ein interessanter, allerdings
bislang rein deskriptiver Befund. Andererseits lasst die Inzidenz solcher Mutationen
vermuten, dass Gene wie NF1 lediglich fir eine Subpopulation von Patienten einen
entscheidenden Faktor bei der Krankheitsprogression darstellen. Darliber hinaus missen
prospektive und funktionelle Analysen folgen, um die Bedeutung der Inaktivierung von

Tumorsuppressorgenen in der Pathogenese von MPN kiinftig besser zu verstehen.

59



ZUSAMMENFASSUNG

5 ZUSAMMENFASSUNG

BCR-ABL1-negative myeloproliferative Neoplasien (MPN) sind eine Gruppe von
heterogenen, chronisch verlaufenden Stammzellerkrankungen. Die haufigsten Entitaten
sind die essentielle Thrombozythdamie (ET), die Polyzythdmia vera (PV) und die primare
Myeolofibrose (PMF). Uberginge einer ET oder einer PV nach mehrjihrigem
Krankheitsverlauf in eine sekundare Myelofibrose (Post-ET bzw. Post-PV MF) finden sich
in bis zu ca. 10% der Félle. Die Prognose von MF-Patienten ist im Gegensatz zu ET und PV
vergleichsweise unglinstig, da die primare und sekundare MF in 20-30% der Falle in eine
sekundadre akute myeloische Leukamie (sAML) transformieren und ein solcher
Blastenschub ein nur geringes Ansprechen auf konventionelle Chemotherapie zeigt.

Die Einteilung von MPN basierte lange Zeit vor allem auf dem Nachweis spezifischer,
morphologischer Veranderungen des Knochenmarks und des Blutbildes. Die den MPN
zugrunde liegende genetische Komplexitat und Heterogenitdt konnte erst durch die
Anwendung moderner molekularer Analysemethoden klar aufgezeigt werden, die es
ermoglichten, charakteristische genetische Veranderungen zu identifizieren, die in der

Pathogenese aber auch fir den Verlauf der MPN eine bedeutende Rolle spielen.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, das genetische Profil einer homogenen
Studienkohorte von MF-Patienten zu bestimmen und auf diese Weise die Identifikation
von potentiell pathogenetisch relevanten Aberrationen zu ermoglichen. Eine solche
Charakterisierung der genetischen Heterogenitat und Komplexitdt der MPN ist ein
wichtiger Schritt, zum einen um die Erkrankung besser verstehen und klassifizieren zu
kénnen, zum anderen um zielgerichtete Therapieansatze entwickeln zu kbnnen.

Zu diesem Zweck wurde ein homogenes Studienkollektiv von 87 Patienten aus der
MPNSG01-09 Studie (NCT00949364) mit primarer oder sekundarer MF mittels DNA-
Extraktion und anschlieBender hochauflosender SNP-Array Analysen untersucht, die eine
genomumfassende Identifizierung von Veranderungen erlauben. Dabei konnten bei 53/87
(60%) der MF-Patienten insgesamt 110 teils rekurrente Aberrationen nachgewiesen
werden: 26 Zugewinne (Gain), 57 Verluste (Loss) und 27 Kopienzahl-neutrale
Heterozygotieverluste (UPD). Ein Teil der identifizierten Veranderungen war bereits aus

zytogenetischen Analysen bei MPN bekannt (z.B. Trisomie 8, Trisomie 9, Deletion 20q)
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und belegt die Validitat der Methode. AuRerdem konnten durch die SNP-Array Analysen
Kandidatengene identifziert werden, die ebenfalls bereits mit der Pathogenese von MPN

in Zusammenhang gebracht wurden (z.B. JAK2, MPL, CBL, TET2, EZH?2).

Besonders interessant ist die Identifizierung von Mikrodeletionen (< 5Mb), deren GréRe
es ermoglicht, neue Kandidatengene zu benennen. Im untersuchten Kollektiv konnten 23
solcher Mikrodeletionen mit einer Vielzahl von Genen identifiziert werden (CUX1, ETVE,
KDM2B, TCF12, CBFB, BCOR, NF1, SUZ12), die eine wichtige Rolle bei der leukdmischen
Transformation der MPN spielen konnten. Aufgrund ihres rekurrenten Auftretens (n=3)
wurde die Mikrodeletion 17g11.2 mit den beiden Kandidatengenen NF1 und SUZ12
eingehender untersucht. Die Daten zu dieser Mikrodeletion wurden mit einem
unabhdngigen Kollektiv von 29 sAML-Patienten verglichen, fiir die bereits SNP-Array
Daten vorlagen. Da 17ql11.2 Mikrodeletionen in diesem sAML-Kollektiv ebenfalls
rekurrent vorkamen (n=2), wurden NF1 und SUZ12 hinsichtlich des Auftretens von
Mutationen im sAML-Kollektiv mittels Sequenzierung naher analysiert. Dabei konnte in
einem Fall ohne 17q11.2 Mikrodeletion eine missense-Mutation im NF1-Gen identifiziert
werden, wahrend keine SUZ12-Mutationen nachweisbar waren. Ein interessanter Befund
war auBerdem, dass Aberrationen des NF1-Gens (Deletion oder Mutation) im sAML-
Kollektiv mit einer gleichzeitig vorliegenden biallelischen TP53-Inaktivierung assoziiert

waren.

Insgesamt handelt es sich bei den identifizierten Patienten mit NFI-Veranderungen
sowohl bei den MF-Studienpatienten als auch in der sAML-Kohorte um kleinere
Subpopulationen (3% bzw. 10%), was die genetische Heterogenitdit von MPN
unterstreicht. Die Ergebnisse legen jedoch auch nahe, dass die Transformationsrate von
MF-Patienten mit 17g11.2 Mikrodeletion in eine SAML durch den Verlust von NF1 erhdht
sein konnte, moglicherweise auch durch eine zusatzliche entstehende TP53-Inaktivierung.
Zur Beantwortung dieser Fragen waren prospektive, serielle Analysen der MF-
Studienpatienten unabdingbar. Darliber hinaus sind in diesem Zusammenhang
funktionelle Untersuchungen von grofRer Bedeutung, um die Rolle von NFI1-
Veranderungen im Hinblick auf deren pathogenetische Auswirkungen besser zu

verstehen.
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Tabelle 6. Mastermix fiir den Verdau der Microarray-Produkte durch das Sty- bzw. Nsp-Enzym
Digestion — Mastermix

Reagenz Menge in pl Hersteller

Molecular biology-grade water 11,55 Lonza

10X Sty | Buffer 2 New England Biolabs

BSA (100X; 10mg/mL) 0,2 New England Biolabs

Sty | bzw. Nsp | (10U/pL) 1 Affymetrix

Tabelle 7. Thermocycler Programm des Verdaus der Microarray-Produkte durch Sty und Nsp

Digest-Programm
Temperatur Dauer
37°C 120min
65°C 20min
4°C 00

Tabelle 8. Mastermix fiir die Ligation der Microarray-Produkte durch das Sty- bzw. Nsp-Enzym

Ligation — Mastermix

Reagenz Menge in pl Hersteller

T4 Ligase Buffer 10X 2,5 New England Biolabs
Adaptor Sty | bzw. Nsp | (50uM) 0,75 Affymetrix

T4 DNA Ligase (400U/pL) 2 New England Biolabs

Tabelle 9. Thermocycler Programm der Ligation der Microarray-Produkte durch Sty und Nsp

Ligate-Programm

Temperatur Dauer
16°C 180min
70°C 20min
4°C o0
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Tabelle 10. Mastermix fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) der Microarray-Produkte an dem Sty- bzw.

Nsp-Adaptor

6.0 CHIP PCR — Mastermix

Reagenz

Molecular biology-grade water
Titanium Taq PCR Buffer (10X)
GC-Melt (5M)

dNTP (2,5mM)

PCR Primer 002 (100pM)

Titanium Taq DNA Polymerase (50X)

Menge in pl
39,5

10

20

14

4,5

2

Hersteller
Lonza
Clontech
Clontech
Clontech
Affymetrix

Clontech

Tabelle 11. Thermocycler Programm der Polymerasekettenreaktion (PCR) der Microarray-Produkte

PCR-Programm

Temperatur Dauer

94°C 3min

94°C 30sec

60°C 45sec 30 Zyklen
68°C 15sec

68°C 7min

4°C o0

Tabelle 12. Mastermix fiir die Fragmentation der Microarray-Produkte

Fragmentation — Mastermix

Reagenz
Molecular biology-grade water
10X Fragmentation Buffer

Fragmentation Reagent (2U/puL)

Menge in pl
308

36

16

Hersteller
Lonza
Affymetrix
Affymetrix

Tabelle 13. Thermocycler Programm der Fragmentation der Microarray-Produkte

Fragment-Programm

Temperatur Dauer
37°C 35min
95°C 15min
4°C 00
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Tabelle 14. Mastermix fiir das Labeling der Microarray-Produkte

Labeling — Mastermix

Reagenz
TdT Buffer (5X)
DNA Labeling Reagent (30mM)

TdT Enzyme (30U/pL)

Menge in pl
14

2

3,5

Hersteller
Affymetrix
Affymetrix

Affymetrix

Tabelle 15. Thermocycler Programm des Labeling der Microarray-Produkte

Labeling-Programm

Temperatur Dauer
37°C 240min
95°C 15min
4°C 00

Tabelle 16. Mastermix fiir die Hybridisierung der Microarray-Produkte

Hybridisierung — Mastermix

Reagenz

MES (12X; 1,25M)
Denhardt’s Solution (50X)
EDTA (0,5M)

HSDNA (10 mg/mL)

OCR, 0100

Human Cot-1 DNA (1 mg/mL)
Tween-20 (3%)

DMSO (100%)

TMACL (5M)

Menge in pl
12
13

w N W W

13
140

Hersteller
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega
Affymetrix
Invitrogen
Pierce
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Tabelle 17. Thermocycler Programm der Hybridisierung der Microarray-Produkte

Hybridization-Programm

Temperatur Dauer
95°C 10min
49°C 00
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Tabelle 18. nicht-stringenter Waschpuffer A fiir die Microarray-Produkte

Wash A — Waschpuffer

Reagenz
20X SSPE
Tween-20 (10%)

Molecular biology-grade water

Menge in ml
300

1

699

Hersteller
Lonza
Pierce

Lonza

Tabelle 19. stringenter Waschpuffer B fiir die Microarray-Produkte

Wash B — Waschpuffer

Reagenz Menge in ml Hersteller
20X SSPE 30 Lonza
Tween-20 (10%) 1 Pierce
Molecular biology-grade water 969 Lonza
Tabelle 20. Farbepuffer fiir die Microarray-Produkte

Farbepuffer

Reagenz Menge in pl Hersteller
20X SSPE 360 Lonza
Tween-20 (3%) 3,96 Pierce
Molecular biology-grade water 800,04 Lonza
Denhardt’s Solution (50X) 24 Sigma-Aldrich
Tabelle 21. SAPE-Farbel6sung fiir die Microarray-Produkte
SAPE-Farbeldsung

Reagenz Menge in pl Hersteller
Farbepuffer 594 -

SAPE 1mg/ml 6 Affymetrix

Tabelle 22. Antikorper-Farbelosung fiir die Microarray-Produkte

Antikorper-Farbelésung

Reagenz
Farbepuffer

Biotin-gekoppelter Antikorper 0,5mg/ml

Menge in pl
594
6

Hersteller

Affymetrix
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Tabelle 23. Array Holding Puffer fiir die Microarray-Produkte

Array Holding Puffer

Reagenz Menge in ml Hersteller
MES Stock Buffer 12X 8,3 Sigma-Aldrich
NaCl 5M 18,5 Sigma-Aldrich
Tween-20 (10%) 0,1 Pierce
Molecular biology-grade water 73,1 Lonza
Tabelle 24. Mastermix fiir die cDNA-Synthese fiir das NF1-Gen

Reverse Transkription — Mastermix

Reagenz Menge in pl Hersteller
Quantiscript Reverse Transcriptase 1 Qiagen

RT Primer Mix 1 Qiagen
Quantiscript RT Buffer, 5X 4 Qiagen

Tabelle 25. Thermocycler Programm der cDNA-Synthese fiir das NF1-Gen

cDNA Synthese

Temperatur Dauer
42°C 20min
95°C 3min
4°C 00

Tabelle 26. Primersequenzen fiir die Amplifikation des NF1-Gens

Primersequenzen - NF1

Exon 1 forward
reverse
Exon 2 forward
reverse
Exon 3 forward
reverse
Exon 4A forward
reverse
Exon 4B forward
reverse
Exon 4C forward
reverse

CAGACCCTCTCCTTGCCTCTT
CAGGTCACTCATCCCCATTT
TGTGGTTGATGCAGTTTTCC
TCCAAAGTCCACAGAAAATCA
AAGACTTTGATCATTTCGTG
GGACTGTCCTCTTGGTCCAC
AGGTGGTGTGTATGTAAGGTG
CGCAAGCCCAGACAAACTCATTTC
GGTGTGAGATACCACACCTG
GTACATTCATGATACTAGTTTTTG
TCACAATCATTGATGTCCAAG
ACCAGCCATATCAGTCTGTG

Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 77
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Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 76

Primersequenzen - NF1

Exon 5

Exon 6

Exon 7

Exon 8

Exon 9

Exon 9A

Exon 10A

Exon 10B

Exon 10C

Exon 11

Exon 12A

Exon 12B

Exon 13

Exon 14+15

Exon 16

Exon 17

Exon 18

forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward

reverse

AGGTTGCGCAGTTAGCAGTT
TTGCTCCAAGGAAAGGAAGA
CAGAATGCATTTGTGTAGTTGC
GAGGTATCGTTTAGTCTTCTCAGACA
GCTATAATATTAGCTACATCTGG
GAAGAGTCAGAACTTTAATGTTAG
TTCTTCTGGCAGCTGGATTT
AAGGTCTTGAAACGAACATCAA
TGCTGTTCTTTTTGGCTTCA
TTGAAAACCAAGAGTGCATTT
TCCGCTGTGGCTCAGAAC
GCGATTAGCCTCAAACCAAG
AAACAGAGCATACAACTCACG
CAGCAGGAATAGGATAAAGACAC
GGTGCAAAAACGATTTTCATTG
GTAGACACTGTGATCGATGGTC
CAGAAACCACACACCAAAGG
TCTTCCTCCTTCTAATCTCTCTCG
TGATTTCATTCTGTCTGTATTATTCC
CATTCATCGAAAGCATTGGT
TGCTATTGACACTTTGATAACTGTTT
TGTGGTTCTAAGGCCAAAGC
CCTTCAAGTTGGGGCATAGA
CAAAGTTCCACAAAGAGCAGTA
CACACAGTTTATTGCATTGTTAGA
CCCTGTAAACTTACAAAGTAGTG
AGCATTTGCTCTGCTCTTCC
TGTTTACTTTACTGAGCGACTCTTG
TGGAAGAAATGTTGGATAAAGCA
CTTCTTTCTGCAATTTTTTGGA
ATTTGGCTCTATGCCTGTGG
AAGAATGGCCAGTTATTTTATCAAT
TGTTTTCAAACTTACATTTAATTCGTT
TCTTTTTCTGTACTTCATTGGACA

Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 78

77



ANHANG

Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 77

Primersequenzen - NF1

Exon 19A

Exon 19B

Exon 20

Exon 21

Exon 22

Exon 23A

Exon 23B

Exon 23C

Exon 24

Exon 25

Exon 26

Exon 27A

Exon 27B

Exon 28

Exon 29

Exon 30

Exon 31

forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward

reverse

GCACTATAAGAAATCTTACGTG
ACACAAAAGTTTGACATCTCAAAAG
TTCTGGGATCTGCATATTAACTCA
TTCCTATCCTAGTCCTGTCATGG
CCATTCACACCATGCACATA
CTTCCATAAATGTAGCTCTT
TGCCAACGTAGACAGTGGTC
CATCTTTCTTCTGGCTCTGAAA
TTTGCCTTAATTTAGCAAGTGG
CAGAAATGCACGAATAGGAG
GACTCCATGCAGACTCTCTTCC
TGGATCTAAGGCAAATAAAAGGAT
CGTTGCACTTGGCTTAATGTCTGT
CCACACACCATCAGCAGCTA
AGCCAGAAATAGTAGACATGATTG
CTATTTTGTGCCAGAATTAGTAGA
TTGAACTCTTTGTTTTCATGTCTT
CAAAAGCACATAACTGAAAACCA
TTGGGAAGGTTAGAAACACTACCT
TGACCTAGAGCAGGAAAAGAAAA
AGCCCTCCATATTTGTAATCTTAG
AAATGCCAACGCTAATCTGAAC
TGGACTGTGAAGCTAAGGGT
GGCCTGGTGGCAAACTCTCC
GGTGCATGTTGCCAAATTAC
TGGTAATTAATCCATTGCAGG
AATGAATCCAGACTTTGAAGAATTG
CGACAGCCTTACGTGACATT
CAATGGTGGGAACTCTTCCT
CTTGATGAGGTCACAGTGGTTAAC
GAGCCTCACAGTGCTCTTATG
GTTCCTTCAGTTACAGGATACCAC
TCAAGGACTGTTCTTTCTTCG
TGAACCAGATGAAGAGCTGG

Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 79
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Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 78

Primersequenzen - NF1

Exon 32

Exon 33

Exon 34

Exon 35

Exon 36

Exon 37

Exon 38

Exon 39

Exon 40

Exon 41

Exon 42

Exon 43

Exon 44

Exon 45

Exon 46

Exon 47

Exon 48A

forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward
reverse
forward

reverse

TTGATTAGGCTGTTCCAATGAA
CATGGGACTCAAAGTTTTAGCA
TGAAATTGGTTTCAAGCAAGG
TCATGTCATTACTGGAGGCTTAAA
GAGGTTTGATTTAGGGAACATGA
CCAATAACACAGTCCATGCAA
TGTGTTATTGGTAACAGGTCACTT
TCCACAGAACTTATAAAAACCTTTG
GCTGGACCAGTGGACAGAAC
TTTCATTGACCTCAAATTTAAACG
CCAAGATCACCATAGCATGA
CTTTCCTTTAGCACTGATGAGAC
TGGAAAAGTGAAGAGCTTACTCATA
GCTGGTAAGGAAATATACTCACAATAA
GGGCTAACTTACTTCAATTTATTTCA
TCAAATTGAAAGGATTACTTATCTTG
CCAAATGGCTATTCTTGGAAAG
GACTGTGAACTTTCTGCTCTGC
TTTCACATTTATGTAGTCTTCCAAA
TCACTTACTCTTCCTAGGCCATC
CATTAAATCCCCTGAGTGCAG
CCTAGGGATACACCAAGAGTTTG
GAAACTGCTCCAGGGATGTAT
TTTGGCTACCTATTTACAATGCTG
GGCGAATAGTAATTCTCTATGATGTTT
TCTGTTTGGGTGAGAAGTAGAAGA
GGCGCTGCTTCTTACTGTTC
AAGTGAGGAAAATGAGCAATGA
GGAATGTATATTATGTTTTCCAC
TGTCAACCAGTTACATTGGACA
TGTTTTCAACATGTACATAGGGTTT
GCACATTGTGTGTTCTTAAAGCAG
ATGCAGGTTCATCTGGAAGC
CAACCTTGGAATATCATGTGGAC

Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 80
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Fortsetzung von Tabelle 26 auf Seite 79

Primersequenzen - NF1

Exon 48B forward
reverse
Exon 49 forward

reverse

CCTTCTGAAAACCAAGGAACA
TGGGTGGGTATTAGCAGCTC
CCTAGAATGTGTCCCCGTTG
ACCAGATACACGCCAAAAGT

Tabelle 27. Primersequenzen fiir die Amplifikation des SUZ12-Gens

Primersequenzen - SUZ12

Exon 1 forward
reverse
Exon 2 forward
reverse
Exon 3 forward
reverse
Exon 4 forward
reverse
Exon 5 forward
reverse
Exon 6 forward
reverse
Exon 7A forward
reverse
Exon 7B forward
reverse
Exon 8 forward
reverse
Exon 9 forward
reverse
Exon 10 forward
reverse
Exon 11 forward
reverse
Exon 12 forward
reverse
Exon 13 forward
reverse

GAGCGGTTGGTATTGCAGGCG
AAGGGGGCCCAGCAGAGTGTC
TGCGTGATTTCCATAGCAGATGA
TGATGTTTGTTCTGGAGTTTCGATGA
TCGGAATCTCATAGCAGTAAGTAGTCA
AACATGGTTTGATCAGCTTGAAA
TAGCGTTTTAGATGGGGCTTGAA
TCAAGGTGATCACTAGGAAAATGA
GGGAAAGCATAGAGTCATGGGCCT
AGCCTTCACTCTGCACCCCCA
GGAAATCTCTGTTTGAAGTTCCCTGA
TGCATAAAGATGTCCAATTAAGCAA
TGTTTCCTATAGCTGTGATTAGAAGTT
TTCACCATATGGCTGTTACTAGG
GCAGTTTCCAGTAATGAATTTGA
CACTGTTTGCTTT AAGACTCAGC
GCATGTTTTATGTTAAGGGACCA
AAAAAGAAACAAAGGCAATGAAA
TTTTAAAATCTTGTTGGGTATGTAAGC
AATTAGCATTTGGGGAAGAAAAC
TCATTATCTGAGTCTCCAGTCTTTGC
CACAAGACCTAACTCTGCAAACCA
TATTTTTCCTGCGATCATCAGTT
TTCATAATTACTTTAAGAAGGGTCAGC
ATGCGTAAATTGGAGATTTGCTT
GGGGTACAAGAGATTTCTTAACACAAA
AAATTGGAGGGATATTTAGGATAGGA
CCTTTGTTCCTCCAACATCAGTA

Fortsetzung von Tabelle 27 auf Seite 81
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Fortsetzung von Tabelle 27 auf Seite 80

Primersequenzen - SUZ12

Exon 14 forward
reverse
Exon 15 forward
reverse
Exon 16A forward
reverse
Exon 16B forward
reverse

CATGTAGAGGCCATAAATCAACA
TTCCAAGATAATTGCCAATAAAGA
GAAATGTTGCCACTTTGCTGTAT
CACGTAAGATTTCTAGAATGTGAAACA
TGACAAAAATGCTTTGTATTGCTATT
TCCCCCTTTTCTAATTTTTGC
GCATGCATGACTTTAATCTTATTAGCA
CCTAAAATGTAATTTCAGTGTTTGTCC

Tabelle 28. Polymerasekettenreaktion (PCR)-Mastermix fiir Exons 2-58 des NF1-Gens

Exon 2-9 — NF1

Reagenz Menge in pl Hersteller

Aqua ad iniectabilia Braun 17,45 Braun

10X PCR Buffer 2,5 Invitrogen

MgCl, (50mM) 0,75 Invitrogen

dNTP (25mM) 0,2 Roche

Primer Forward (10pmol/pl) 1 Eurofins MWG Operon
Primer Reverse (10pmol/ul) 1 Eurofins MWG Operon
Platinum Tag DNA Polymerase 0,1 Invitrogen

Tabelle 29. Polymerasekettenreaktion (PCR)-Mastermix fiir Exons 2-16 des SUZ12-Gens

Exon 2-16 —SUZ12

Reagenz Menge in pl Hersteller

Aqua ad iniectabilia Braun 18,25 Braun

10X PCR Buffer 2,5 Invitrogen

MgCl, (50mM) 0,75 Invitrogen

dNTP (25mM) 0,25 Roche

Primer Forward (10pmol/pl) 0,5 Eurofins MWG Operon
Primer Reverse (10pmol/pl) 0,5 Eurofins MWG Operon
Platinum Tag DNA Polymerase 0,25 Invitrogen

81



ANHANG

Tabelle 30. Polymerasekettenreaktion (PCR)-Mastermix fiir Exon 1 des NF1-Gens

Exon 1 —NF1

Reagenz Menge in pl Hersteller

Aqua ad iniectabilia Braun 16,2 Braun

10X PCR Buffer 2,5 Invitrogen

MgCl, (50mM) 0,75 Invitrogen

dNTP (25mM) 0,2 Roche

Primer Forward (10pmol/pl) 1 Eurofins MWG Operon
Primer Reverse (10pmol/pl) 1 Eurofins MWG Operon
Planinum Taq DNA Polymerase 0,1 Invitrogen

10X PCR Enhancer Solution 1,25 Invitrogen

Tabelle 31. Polymerasekettenreaktion (PCR)-Mastermix fiir Exon 1 des SUZ12-Gens

Exon 1 —-SUZ12

Reagenz

Aqua ad iniectabilia Braun
10X PCR Buffer

Q-Solution

dNTP (25mM)

Primer Forward (10pmol/pl)
Primer Reverse (10pmol/ul)
HotStar Taqg DNA Polymerase

Menge in pl
31

5

0,75

Hersteller

Braun

Qiagen

Qiagen

Roche

Eurofins MWG Operon
Eurofins MWG Operon

Qiagen

Tabelle 32. Thermocycler Programm fiir die NF1-Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR-Programm

Temperatur Dauer
94°C 10min
94°C 30sec
60°C 30sec
72°C 90sec
72°C 10min
10°C o0

30 Zyklen
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Tabelle 33. Thermocycler Programm fiir SUZ12-Polymerasekettenreaktion (PCR), Exon 1

PCR-Programm

Temperatur Dauer

95°C 10min

95°C 60sec

57°C 60sec 30 Zyklen
72°C 60sec

72°C 10min

10°C 0

Tabelle 34. Thermocycler Programm fiir SUZ12-Polymerasekettenreaktion (PCR), Exon 2-16

PCR-Programm

Temperatur Dauer

94°C 10min

94°C 30sec

58°C 30sec 30 Zyklen
72°C 60sec

72°C 10min

4°C o0

Tabelle 35. Cycle sequencing reaction (CSR)-Mastermix fiir NF1

CSR — Mastermix

Reagenz

Aqua ad iniectabilia Braun

Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Big Dye Terminator 5X Sequencing
Buffer

Primer M13 Forward bzw. Reverse

Menge in pl
10
2

Hersteller
Braun
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems
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Tabelle 36. Cycle sequencing reaction (CSR)-Mastermix fiir SUZ12

CSR — Mastermix

Reagenz

Aqua ad iniectabilia Braun

Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Big Dye Terminator 5X Sequencing
Buffer

Primer des jeweiligen Exons Forward

bzw. Reverse

Menge in pl
10
2

Hersteller
Braun
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Tabelle 37. Thermocycler Programm fiir SUZ12 und NF1-cycle sequencing reaction (CSR)

CSR-Programm

Temperatur Dauer
96°C 2min
95°C 15sec
55°C 60sec
60°C 3min
4°C o0

35 Zyklen

Tabelle 38. Sequenzen der fiir NF1 verwendeten M13-Primer

Sequenzen der M13-Primer

forward TGTAAAACGACGGCCAGT
reverse CAGGAAACAGCTATGACC
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