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ABKURZUNGSVERZEISHNI

5hmC 5-Hydroxymethylcytosin

5mC 5-Methylcytosin

m Mikroliter

°C Grad Celsius

ABL v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
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AML akute myeloische Leukamie

ASS Acetylsalicylsaure
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BCL6 B-Zell Lymphom 6 Protein

BCOR BCL6 interacting corepressor
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C Cytosin
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CBL CasBr-M (murine)ecotropic retroviral

CCT Cytidintriphosphat

CDKN2A cyclindependent kinase inhibitor 2A

CDKN2B cyclindependent kinase inhibitor 2B

CBFB core-binding factor, beta

cDNA "complementary DNA", komplementare DNA
CDRs "common deleted regions", haufieletierte Regionen
CML chronische myeloische Leukamie

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

CuUX1 cut-like homeobox 1

ddNTP Didesoxyribonukleotide

DNA Desoxyribonukleinséaure

dNTP Desoxyribonukleotid
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DOCK4 dedicator of cytokinesis 4

EPO Erythropoietin

ET essentielle Thrombozythamie

ETV6 ET variant 6
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MRNA messenger RNA
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1 EINLEITUNG

1.1 MYELOPROLIFERATIEERLASIENPN)

Bereits 1951 pragte Wiliam Dameshek den Begriff der "myeloproliferative disorders™
(MPD und subsumiertedarunter vier verschiedene Bluterkrankungemlie essentielle
Thrombozythamie (ET), die Polyzythamia vera (PV), die primare Myelofibrose (PMF)
sowie die chronische myeloische Leukamie (QWiefferi 2008. Diese Einteilung basierte

auf Blutbild und Knochenmarkveranderungen sowie den damit verbundenen klinischen

Symptomen.

In der 2001 von der World Health Organisation (WHO) veroffentliciassification of
Tumors wurden erstmals genetische, zytochestine und immunphanotypische
Informationen bei der Erstellung einer Klassifikation bertcksichiaffe et al. 200). Um
aktuellen wissenschatftlichearkenntnissefiRechnung zu tragen, wurde die Einteilwan
MPDim Jahre 2008 erneut von der WHO Uberarbeitet. Insbesonderddeietifizierung
der sog.Januskinase 2 AK2J-Mutation im Jahr 2005 (s. Kapitel 1.4deren Nachweisein
wichtiger klonaler Markeflr die Diagnose depoben genannten Entitaterst, wurde zum
Anlass genommen, eine Anderung in der Terminologie vorzunehgndiese Weise
wurde der Begriff der yeloproliferativen Neoplasien (MPNgpragt(Tefferi et al. 2011
Vardiman et al. 2009

Myeloproliferative  Neoplasien sind eine  Gruppeheterogener, chronischer
Stammzellerkrankungendes Knochenmarksdenen die verstarkte Produktion von

Blutzellen gemein ist. Sie kdnnen alle drei Zellinteer Hamatopoese betreffen und

weisen ein dementsprechend variables klinisches Erscheinungsbild auf (siehe Kapitel 1.2.

und 1.3.).Grundsétzlich lassen sitlei MPN BCRABL tnegative Entitaten von derBCR
ABL1positiven chronischen myeloischen Leukamietenscheiden (Tabelle 1)nnerhalb
der BCRABLInegativen MPN werden ET, PV und PMF aufgrund ihres vergleichsweise
KNdzZFA3ISY +£2N]2YYSya dzOK |fa alflaairaoOKs

at
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Tabellel. Klassifikation demyeloproliferativen Neoplaienvon 2008.Unterschieden wird hierbei

die BCRABL Ipositivechronische myeloische Leukanf@ML)von denBCRABL tnegativenEntitéten

MYELOPROLIFERATIEERLASIEN (MPN)

chronische myeloische Leukamie BCRABL Ipositiv

Chronische Neutrophilenleukamie — ~
Essentielle Thrombozythamie
Polyzythamia vera

Primare Myelofibrose > BCRABLInegativ
Chronische Eosinophilenleukamie
Mastozytose

Unklassifizierbare MPN J

1.2 DIE BCRBL1POSITIVEHRONISCHE MYELOBIHUKAMIEML)

Fir die CML ist vor allereine Proliferation von reifen Granulozyten und deren
Vorlauferzellen im peripheren Blut und im Knochenmahkarakteristisch. Die CML ist
eine seltere hamatopoetische Stammzellerkrankung miesi Inzidenz von -2/100.000
Personen pro JahfHehlmann et al. 2007 Ihr liegt die Translokation t(9;22)(q34;q11),
auch bekannt al$hiladelphia(Ph) Chromosom, zugrunde, die dazu fuhrt, dass ein Tell
des BCRGens von Chromosom 22 mit deauf Chromgom 9 gelegenemMBL1Gen
fusioniert. Das so entstandenBCRABLZFusionsgencodiert nun fir eine konstitutiv

aktive Tyrosinkinase und ist fur die Entstehung der CML ursa¢Rich200%

DasPh-Chromosom und/oder daBCRABL1Fusionsgemaben charakteristische klinische
und morphologische Veranderungen zur Folge und werden deshalb als Hauptkriterium
zur Diagnosestellung der CML herangezo@éardiman et al. 2009 Glechzeitig bietet

die vorliegende genetische Aberration einen wertvollen therapeutischzéigerichteten
Ansatz: So werden mibral verfigbarenTyrosinkinaseinhibitorerwie z.B. Imatinib,
Dasatinib und Nilotinipderen Target daBCRABL1Fusionsproteirdurch Blockierung der
ATPRBIndungsstelle isthohe Remissionsraten und ein verbessertes Gesamtiiberlbben

der Behandlung der CML erziéliruker et al. 2001L
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1.3 DIE BGRBLINEGATIVEN MYELOPRBRATIVEN NEOPLASIEN

Im Gegensatz zur CML, bei der @&BRABL1Fusionsgerschon lange ein diagnasthes
Kriterium darstellt, dienten bei demBBCRABLnegativen MPN Uber viele Jahrzehnte
lediglich  klinische morphologische und/oder laborchemische Eigenschaften zur
Diagnosesicherung. Mit der.g. 2008 verdffentlichten WHKIassifikation anderte sich
dies. Der Grund hierfur ist die Erkenntnis, dass auch bei diesen Entitdten genetische
Aberrationen (v.a. dieJAK2V617F Mutation) als diagnostische Marker herangezogen
werden kénnen. So ist es moglidiei einem Uberwiegenden einem Teil der Patienten
eine klamale Proliferationnach zuweisen und diese Krankheitsbilder von reaktiven

Prozessen abzugrenzéardiman et al. 2009

Grundsatzlich handelt es sich bei dan Folgenden beschriebenddassischen MPNm
langsam progrediente, chronische Erkrankungereinem Teil der Félle karesaufgrund
genetischer Instabilitdét der Leukdmiezellen emer Transformation in eine sekundare
akute myeloische Leukdmie (SAMOmmen Charakteristisch dafir isin Blastenschub,
also eine exzessive Produktion unreifer Vorstufen von Blutkorperatemit einer sehr

schlechten Prognose flr den Patienten verbunden ist.

1.3.1 ESSENTIELLE THROMBGAMIEET)

Die ET ist eine seltene Erkrankungren Inzidenz mitl,5/100000 Personen pro Jahr
angegeben wirdDas mediane Alter bei einer fEFstdiagnose liegt zwischen dem 50. und
60. Lebensjahr (Berger et al. 2011l9ie ist charakterisierdurch eine anha#nde
Thrombozytose im peripheren Blut, bedingt durch megakaryozytare Proliferation im

Knochenmark (Tabelle 2).
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Tabelle2. Diagnosekriterien von 2008 fur die Essentielle Thrombozythamie (ET)

DIAGNOSEKRITERIER BE

ET, wenn alleier Kriterien erfllt sind

1) Thrombozyten anhaltend >450 X0

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

3) Nichterfillung der WHO Kiriterien fir PV, PBIERABL1pos 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 kliniscBgmptome auftreten, dam handelt es
sich in der Regelm Thrombosen oder Kribbelparasthesi¢@ampbell et al. 2005
Paradoxerweisekommt es besonders bei einer sehr hohen Anzahl von Blutplattchen
vermehrt zu Butungskomplikationen; dieser Umstand ist durch den dann grof3en Anteil
von funktionsuntiichtigen Thrombozytezu erklaren, die durch ein begleitendes,

erworbenes von Willebran&yndrom bedingt sind.

Fur die ET steht keine kurative Medikation zur Verfigwoglass mit symptomatischen
Therapienalnahmendie thrombohamorrhagische Komplikatisrate gesenkt werden
soll. Das Auftreten von Mikrozirkulationsstérungerz.B. Kribbeln, Migrédne oder
Sehstérungen) wird mit niedrigdosierter Acetylsalicylsaure (ASS) behaidifft einer

der drei Risikofaktoren aus Thrombozytose >1.500.000/Alter >60 Jahre oder
stattgehabtes thrombohamorrhagisches Ereigms Rahmen der EFRu, sowird die

Indikation zur zytoreduktiven Behandlung gestellt. Hierbei kommen meistens

Hydroxurea,Anagrelidoder Interferorra zum Einsatz (Barbui et al. 2011a)

Bei Diagnosestellung lassen siatine sicherenAussagen dariiber machewelche ETF
Patienten in eine postET Myelofibrosetransformieren werden und wie hoch das
individuelle Risiko fuden Ubergang in eine sAML .ifdaten hierzu wrden vor allem
retrospektiv.gewonnenVon besonderer Bedeutung zur Abschatzung des Risikos einer
fibrotischen Transformation ist die Abgrenzung der ET von der préfibrotischen Phase der

primaren Myelofibrose (PHM), die nur anhand der Knochenmarkhistologie mdglich ist. ET



EINLEITUNG

Patienten gehen vergleichsweise seltener in eine {#BtMF Uber oder erfahren eine
Transformation in eine SAML. Die Ergebnisse einer 2011 vero6ffentlichten Studie, die 891
EFPatienten untersuchthatte, beschreiben 15 Jahre nach Diagnosestellung eine
Progressionsrate von 9,3% und eine Transformationsrate von 2,1% (Barbui et al. 2011b).
Dieselbe Studie gibt die iEhresUberlebensrate mit 80% an; medikamentds adaquat
eingestellte ETPatienten haba somit eine gute Prognose, die in etwa der der

Normalbevolkerung entspricht.

1.3.2 POLYZYTHAMIA VERX)

Die PV ist eine seltene Erkkang mit einer Inzidenz von2100.000 Personen pro Jahr

und einem Altersgipfel zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr (Betgd. 2011a)Eine
Erythropoietin(EPG)nabhéngige, eoplastische Proliferation im Knochenmark fihrt bei
dieser Erkrankung zu einer Uberproduktion von Erythrozyten und in geringerem Ausmani
von Thrombozyten und Granulozyte(Tabelle 3). Daher lassen sich Gegensatz zu
sekundaren Polyzythdmien, die zum Beispiel im Rahmen von Hypoxamien,
Nierenerkrankungen, Ventilationsstérungen oder paraneoplastischen Prozessen auftreten

konnen, keine erh6hten ERSpiegel im Blut nachweisen.

Tabelle3. Diagnosekriterien von 2008 fir die Polyzythédmia vera (PV)

DIAGNOSEKRITERIER B2

PV wenn
a) beide Hauptkriterien und ein Nebenkriterium oder

b) das erste Hauptkriterium und zwei Nebenkriterien erfullt sind

HAUPTKRITERIEN
1) Hamoglobin 28,5 g/dl bei Mannern, >16,5 g/dl bei Frauen oder
Hamatokrit Gber 99. Perzentile

2) JAK2 V617F Mutation oder JAK2 Exon 12 Mutation

NEBENKRITERIEN

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

2) Serum ErythropoietirLevel unterhalb des Referenzbereichs

3) endogene erythroide Kolonkormation in vitro
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P\tPatienten leiden vor allem unter Symptomen wie arterieller Hypertonie édethora,

und die haufigsten Komplikationen sind auch hier Throsdmo und Blutungen.
Therapeutisch stehen die Symptomreduktion und die Risikominderung im Vordergrund:
Alle symptomatischen P\APatienten sollten mit einer Kombination von ASS und
Phlebotomien behandelt werder{Landolfi et al. 2004 Bei einem der fur die ET
geschilderten RiskofaktorenTIljrombozytose >1.500.008, Alter >60 Jahre oder
stattgehabtes thrombohamorrhagisches Ereignverd auchbei der PV diéndikation zur
Zytoreduktion gestellt, diein den meisten Fallerentweder mit Hydroxyurea oder

Interferon-a durchgefihrt wird(Barbui et al. 2012a

Wie bei der ET ist es aus den oben genannten Grinden sehr schwer, die Progradsion
Transformationder PV verlasslich zu beschreibeBtudienergebnisse lassen lediglich
vermuten, dass dierBgressionsund Transformationsraten von ddAK2/617F AlleLast
abhéangig sindPassamonti et al. 20)J0AulRerdem haben homozygot mette Patienten
wahrscheinlich ein hoheres Risiko fir die Entwicklung einerpuUsvF.

Medikamentds gut eingestellt®\tPatienten die kein Krankheitsfortschreiten erfahren,

habeng ahnlich den E'Patienteng eine gute Prognose

1.3.3 PRIMARE MYELOFIBR(PSE)

Die PMF ist eine seltene hdmatopoetische Stammzellerkrankiengn Inzidenz mit -1
3/100.000 angegeben wird undie bevorzugt bei alteren Patienten auftritmit einem
Altergipfel zwischen dem 50. und 70. Lebensf8arger et al. 201]c

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 Verhéltnis aufweisen. Mit
zunehmender Kankheitsdauer kommt es zu einer ausgepragten Fibrosierung des
Knochenmarks und davon betroffene Patienten zeigenstitutionelle Symptome wie
Kachexie, BBymptomatik, Pruritus, Mudigkeit und Knochenschmerzen; charakteristisch
sind aulRerdem Zytopenien unceine Leukoerythroblastose mit extramedullarer
Blutbildung, die in der Regel zu einElepatoplenomegalie fihrt (Tabelle 4Barosi
1999.
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PMFPatienten werden mit Hilfe demternational Prognostic Scoring Syst€liRSS) in
Gppen eingeteilt, diedie Prognose abschatzen lassen und @i’ls anzuwendende
Therapieregimezon Bedeutung sindDabei werden funf Parameter zur Risikobestimmung
verwendet: Alter >65 Jahre, Vorhandensein vdnstitutionellen Symptomen
(Gewichtsverlust vorr10% im Jahr vor der PM#agnose und/oder nicht durch andere
Ursachen erklarbares Fieber und exzessives Schwitzen >1x/Monat), Hamoglobidls10
Leukozyten >25x£0. sowie ein Blastenanteil/>1% im peripheren BluBasierend auf
diesen Parametern wird eine Zuteilung in vier verschiedene Risikogruppen
vorgenommen: Lowisk, Intermediatel, Intermediatell und Highrisk. Die mediane
Prognose in den verschiedenen Risikogruppen liegt zwischen 2-riskyjlund 11 (Low

risk) Jahren.

Tabelle4. Diagnosekriterien von 2008 fiir die Priméare Myelofibrose (PMF)

DIAGNOSEKRITERIER BHF

PMF wenn alle Hauptkriterien und zwei Nebenkriterien erfullt sind

HAUPTKRITERIEN

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

2) Nichterfullen der WHO Kiriterien fir BGRABLYpos CML, MDS
oder andere myeloischReoplasien

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 Laktatdehydrogenakevel oberhalb deReferenzbereichs
3) Anamie

4) palpable Splenomegalie

Einepotentiell kurative allogene Stammzelltransplantatikommt in der Regeduf Grund
der hohentherapieassoziierterMortalitdt nur bei Patientenunter 70 Jahre im guten
Allgemeinzustand itntermediatell (zwei Parameter zutreffend) undighrisk (drei oder

mehr Parameter zutreffendituation in FragéCervantes et al. 20}2

7
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Intermediatel Patienten und Patienten ohne Risikofaktorewird in der Regeleine
symptomatische Therapie gsfohlen. Zur Behandlung der Anamie werden im
Wesentlichen vier Praparate verwendet: Kortikosteroide, Androgeaethropoietin
(EPOPerivate und Immunmodulatore(Barbui et al. 2011aTefferi et al. 2009 Mittel

der Wahl bei der medikamentdésen Behandlung der Splenomegalie istAd&€inhibitor
Ruxolitinib (Randhawa et al. 20)2Dieser ist seit 2012 zur BehandlungrdVIF 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 einendAKInhibitor allerdings nicht um eine zielgerichteté@erapie der
Leukdmiezellen. Die Therapie wirkt unabhangig vom VorhandenseidAd&Mutation

und fuhrt v.a. zur Besserung konstitutioneller Symptome und zu einer GroRenreduktion
der Milz. DaJAK2ein wichtiges Protein der gesunden Hamatopoese ist, koramizu
einer dosisabhangigen Myelosuppression, die vor allem die Thrombopoese und

Erythropoese betrifft.

Die Prognose fiir PMFatienten ist bei einem medianen Uberlebégemittelt tber alle
Risikogruppenyon 5 bis 6 Jahren und einer sAfWlansformationsrée von bis zu 20%
deutlich schlechter als bei den UbrigB€RABLtneg MPN(Cervantes et al. 2009

Zu unterscheiden ist die PMF von Myelofibrosen, die sich sekundar im Rahmen einer PV
oder ET entwicke. In diesem Fall spricht man von einer pB&t MF bzw. einer po&T

MF.

1.4 GENETISCHE UND EREFESCHE KOMPLEXITAT

Die ersten Erkenntnisse bezuglich der genetischen Charakterisith BCRABL1
negativenMPN lieferte die zytogenetische Analyseis Knochenmark oder BluDiese
Untersuchungsmethode lassthhromosomaleAberrationen ab einer Grol3e von etwa
Megabasen (Mb)erkennen. Auf diese Weise entdeckte rekurrente Aberrationed biei
MPN u.a. die Trisomien 8 unds®wie ein Verlustdes langermArms von Chromosom 20

(Deletion20q).
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Mit der Entwicklung molekulargenetisch&echnikenkonnten weitere, pathogenetisch
relevante genomische Verdnderungen identifiziert werden, die im Rahmen einer
zytogenetischen Analyse unentdeckt blieben: So lie3 ddsokhtellitenrMapping an
Kollektiven von MPNPatienten einen haufig wiederkehrendelangstreckigeerlust der
Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) auf Chromosomi®§erdoppelung eines
elterlichen Allelserkennen (uniparentale Disomie, UPralovics et al. 2005 Auf der
Suche nachdem relevanten Gerin der kleinsten von dieser Aberration betroffenen
Region konnte schlie3lich auf Chromosom 9p24 eifeinktmutation im JAK2Gen
identifiziert werden. Diese Entdeckung desog. JAK2 V617F Mutation war ein
Meilenstein, nicht zuletzt deshalb, weil sie heute einen wichtigen diagnostischen Marker

bei denBCRABL tnegativenMPNdarstelltund neue therapeutische Ansatze lieferte

Als intrazytoplasmatische Tyrosinkinase und Mitglied demug&inaseFamilie initiiert
JAK2 nach Bindung von Liganden wie z.B. Wachstumshormonen (Erythropoetin,
Thrombopoetin oder GCSEine Aktivierung deSAKSTATPathway, der Signale von den
Rezeptoren zum Zellkern weiterleit@faindienker et al. 2011 Dabei werden di&STAT
Proteine von den Jantsinasen phosphoryliert, kbnnen so dimerisieren und schlief3lich in
den Zellkern translozieren, wo sie eine regulatorische Aktivitat bei der Gentranskription
ausuben (Imada et al. 2000 Damit spielt JAK2 eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung und der Zellproliferation.

Die JanuKinasen sind wie folgt aufgebaut: Sie besitzen eine aktive Kinasedoméane
(JH2 und eine PseudokinasedomaniH@, die als ein negativer Regulator véH1dient
(Vainchenker et al. 2031 Bei der JAK2V617F Mutation handelt es sich um eine
Punktmutation (G>T) in der Pseudokinasedomane, bei der es zu einem
Aminosaureaustausch von Valinu Phenylalanin an Position 617 kommt. Dieser
Austausch resultiert in einer Stérung der Regulationsfunktion der Pseudokinase und fihrt
somit zu einer konstitutiven Aktivierung der Kinasedomane sowie zu einer
ZytokinhypersensitivitafCross 201 1Tefferi et al. 201,1Vainchenker et al. 2031
Bei einem Grol3teil der Patientemit einer BCRABLnegativen MPN kontie diese
Mutation gefunden werden. Besonders haufig ist sie mit dem Krankheitsbild der PV
vergesellschaftet, bei derie Punktmutationin ca. 95% der Falle vorlie(Baxter et al.

2005 Levine et al. 2005 Eine sdhohe Mutationsfrequenzst bei dentibrigenBCRABL1
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negativenMPN nichtvorhanden jedoch tragerauchetwas mehr als die Halfte d&tMF
(ca. 5660%) und E-Patienten (ca. 65%) diese Aberrati@ones et al. 20QF efferi et al.
2011).

Durch Genomanalysen mittels hochauflosend&ngle rucleotide polymorphism”'(SNP)
Microarraysdzy R RS NJ ! y 6 S y-R 8z § NIRE N2 \6- {N&ES)iMitBodadst y 3 &
es gelungen, weite Fortschritte imVerstandnis vonBCRABLnegativen MPN zu
erzielen und neue Regionender DNAzuidentifizieren die mt 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 diRathognese der BCRABLnegativen MPN
wesentlich komplexer ist als friher angenommdést kirzlich (Ende 2013) wurde mit

der Beschreibung von FramesHiftutationen in Exon 9 vorCalreticulin (CALR eine
weitere sehr wichtige pathogenetische und diagnostische Liicke geseh)ais diese bei

ca. 25% der ETund ca. 35% der MPatienten ohneJAK2Mutation vorkommen und
sowohl ein wichtiger Marker zur Diagnosestellung sind als auch von prognostischer
Bedeutung sein kdnntegKlampfl et al. 201Nangalia et al. 2013

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

veranschaulicht dennoch dieegetische Komplexitat der MPN

Tabelle5. An der Pathogenese der myeloproliferativen Neoplasien (MRigjeiligte Gene.Obwohl nicht
vollstéandig, zeigt diese Auflistung die enorme Vielfalt der genomischen Verénderungen, die den MPN
zugrunde liegeriCross 2011Klampflet al. 2013 Vainchenker et al. 20)1nk = nicht bekannt

AN DER PATHOGENESE MPNBETEILIGTE GENE
Haufigkeit

Gen Lokalisation Funktion ET PV  PMF sAML
JAK2 9p24(gain of function) Tyrosinkinase 65% 95% 50% 50%
MPL 1p34 (gain ofunction) Rezeptor 4% selten 11% nk
TET2 4g24(loss of function) DNA Methylierung 11% 15% 19% 26%
ASXL1 | 20911.21(loss of function) Chromatin Modifikation | -5% 5% 40% 19%
IDH1 20g33.3(neomorphicmutation) | Metabolismus selten selten 2% 8%
IDH2 15¢26.1(neomorphicmutation) | Metabolismus selten selten 2%  18%
EZH2 70935(loss of function) Chromatinnethylierung | 1% 3% 13% nk
DNMT3A| 2p23(loss of function) DNA Methylierung -5% 6% 10% 20%
CALR 19p13.13 (loss of function) Transkriptionsregulatior] 25% nk 35% nk

1C
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1.4.1 DIE REGIONQI1.2

Eine von Aberrationen betroffene Region befindet sich auf Chromosom 17, auf dem in
mehreren Studien ein rekurrenter Verlust von 17glb2i MyelofibrosePatienten
beschrieben worden isfKawamata et al. 20Q0&tegelmann et al. 20)0Sucht man im
Bereich dieser Deletion nach moglichen Kandidatengenen, st63t man auf die Gene
Neurofibromin-1 (NF) und Suppressor of zeste 1ZSUZ1) die nur ca. 600 bp
voneinanderentfernt liegen(Kent et al. 2002 Sowohl furNFlals auch fulSUZ14st es

auf Grund ihrer physiologischen Funktionen vorstellbar, dass mutieatéanen eine
wichtige Rolle irder Pathogenese und/oder der Progressiam malignen Erkrankungen

spielen kénnen:

Das NF1Gen ist assoziiert mit der autosomal dominanten "voredRlinghausen
Neurofiboromatose" (Neurofiboromatose Typ 1), die durch das Auftreten von meist
benignen Tumoren (Neurofibromen) gekennzeichnet l§eses Tumorsuppressorgeist
lokalisiert auf Chromosom 17911.2 und codiert das Protéieurofibromin
Neurofibrominist ein GTPaseaktivierendes Protein, das Uber ddétasSignalweg einen
modulierenden Effekt auf die Zellproliferation ausubt. Nach Degradienmy NF1
bindet Rasan GTP und wird dadurch in seine aktive Form tberfuhrt. So ist es in der Lage,
Zellproliferation und Zelldifferenzierung zu induzieren. Nact¥®@8Minuten normalisiert

sich derNF1Spiegel, und das Gen kann seine GTRd&sbwitat wiederaufnehmen: Das
gebundene GTP wird hydrolysiert uRasdadurch inaktivier{Weinberg 200%

Der Neurofiboromatose Typ | liegt in den allermeisten Fallen eine Keimbahnmutation
(frameshift, nonsense oder missenseNR1zu Grunde. In ungefahrB0 % der Félle 1asst
sich jedoch eine genomische Deletion nachweisen, die u.a. das geddRikSen
beinhdtet. Patienten mit einer solchen Aberration leiden in der Regel an einem
ausgepragteren klinischen Phanotypen (Pasmant et al. 2010, van Minkelen et al. 2014).
Auch Leukamidlatienten, bei denen keinerlei Anzeichen fur das Vorliegen einer
Neurofibromatosegefunden werden konntentragen Mutationen im NFEGen. Dabei
handelt es sich jedoch um somatische Mutationen, die ausschlief3lich in den betroffenen
Zelllininen zu finden sind. Zdiesem Ergebnis kam u.a. eine Studiengruppe, die ein
Kollektiv von adulten AMPatienten auf das Vorliegen einBi-tMutation untersuchte

(Parkin et al. 2010

11
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SUZ13st ein Kernprotein de®olycomb Repressive ComplexPRC2). PRC1 und PRC2
sind die beiden in Saugetieren bekannten Familien Ri@ycomb GrougPcG) Proteine;
diese Proteine agieren als Chromathodifizierende Komplexe und sind damit in der
Lage, eine Repression der Transkription zu bewirken. Dazu Kkatalysiert die
HistonmethyltransferaseEZH2 (enhancer of zeste )2-neben SUZ12ein weiteres
Kernprotein vonPRC2die Methylierung von aktivem Chromatin, das durch die darauf
folgende Ubiquitinierung durcRRC1n inaktives Chromatin Gberfuhrt wirgbauvageau et

al. 2010. Dieser epigenetische Prozess wird auch als "Ggilemcing” bezeichnet.

Daneben spieleiPRC1und PR@ eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus
(Sauvageau et al. 2010nd so ist es nicht verwunderlich, dd&sgH2Mlutationen mit dem
Phanotyp der MPN in Verbindung gebracht werden konr{iemst et al. 2010 Auch fir

das ebenfalls als Kernprotein fungierenf@gZ12st ein solcher Zusammenhang denkbar.

1.5 FRAGESTELLUNG

Im Mittelpunkt dieser Dissertation steht dimolekulare Charakterisierung einer grof3en
homogenen Myelofibros&tudienkohorte mittels genomumfassender SAifPay
Analysen, insbesondere auch im Hinblick auf Deletionen in 17q11.2. Aufbauend auf
diesen Ergebngen soll anschlieBend die n&here Charakterisierung einzelner,

pathogenetisch relevanter Kandidatengene erfolgen.

Mit diesem Ziel solim ersten Teilder hier vorliegenderArbeit dasgenetische Profion

87 MFPatienten aus der MPNS®@-09 Studie (NCT00949364)mittels Microarray
basierter, genomweiter Analysebestimmt werden. Von besonderem Interesse ist
hierbei die Frage, wie haufig in dem dieser Arbeituntersuchten Kollektivnformative
Mikrodeletionen und Zugewinne mit dort lokalisierten Kafatengenen 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 kartie 17q11.2Deletion angetihrt werden die bereits in
friheren Arbeiten als Aberration mit vermuteter pathogenetischer Relevanz beschrieben

worden ist(Kawamata et al. 20Q&tegelmann et al. 20)0

12
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2 MATERIAL UND METHRDI

Die Verfahrensprotokolle, die verwendeten Chemikalien sowie deren Mischverhaltnisse

sind in Tabellen aufgelistet und gesammelt im Anh@ng. 72xu finden.

2.1 DNAEXTRAKTION

Zu Beginn beider in dieser Agib durchgefiihrten Arbeitstechniken erfolglie Extraktion

von PatienteADNA ausbei -70°C gefrorenenZellpellets. Die Pellets bestehen aus
mononukledren Zellen (MNQ@)der Granulozyten, die zuvor aus dem peripheren Blut
und/oder dem Knochenmark des Patienten mittels Dichtegradientenzentrifugation
isoliert wurden.Fur die Microarrayexperimente werden Granulozyten verwendet, da der
gesuchte MPKKlon v.a. in dieser Zellpoptien gefunden werden kann; der fur die
Sequenzanalyse bendtigte sAMlon hingegen wird aus MNCs extrahiert.

Aus MNC und Granulozyten kann die DNA mittels DNAzol wie folgt prapariert werden:
Das PatienterZellpellet wird mit 20l DNAzoReagenz (Invitrogen)ersetzt, 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 Pellemplett gelést hatund dieZellen vollstandig lysiert
sind

Nach Zugabe von 2ml Ethanol absolut-{®9®%; Sigm&ldrich) fallt die sich im Lysat
befindende PatientefDNA als sichtbares weiRes Knauel aus, das mit der Pipettenspitze
aspiriert wird und so in ein mit Ethand0%gefllltes Tube Uberfihrt werden kann. Dort
erfolgt das Waschen der DNAirch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette; dieser Schritt
wird -jeweils in einem neuen 2ml Etharblube insgesamtzweimal durchgefihrt, um
maoglichst viele Zelltrimmeund die DNAzeReagenz/on der DNA zu trenneriie DNA
verbleibt danach in einem dritten mit Ethanol 70% befillten 1,5ml Tube.

Anschlieend wird die Probe fiur 15min b&aumtemperatur und 13.000Upm
zentrifugiert (Biofuge primo, Heraeus) und der entstandene Uberstand sorgfaltig
abpipettiert. Um den restlichen Alkohol verdunsten zu lassen, erfolgt nun eire 10

mindtige Trocknung bei 37°C im Thermomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf), bevor

13
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das DNAPellet mit 200 1x TEPuffer in Losung gebracht wird. Durch Inkubation dieser
Losung bei 37°C im Thermomix flr mindestens drei Stunden l6st dashDNAPellet

vollstandig auf.

2.2 DURCHFUHRUNG DERRVMIBRRAEXPERIMENTE

Die Untersuchung des humanen Genoms mit Hilfe von Microdreaanologien ist eine
etablierte Methode, um Regionen zetktieren, die genetische Aberrationen aufweisen.
Der in dieser Arbeit zum Einsatz kommende Gendkhide Human SNP Nsp/Sty 6.0 Array
(Affymetrix) erlaubt die Untersuchung genomischer DNA auf Kopienzahlveranéerung
(copy number alterations, CNA) und Heteygotieverluste (loss of heterozygosity, LOH).
Dazu werden 906.600 uber das Genom verteilte Einzelnuki€atigmorphismen (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) durch komplementare Proben auf dem Array
abgedeckt, der zusatzlich noch 946.000 Proben zuekden von CNA enthalt. Damit
besitzen diese Arrays theoretisch eine Auflésung von 4kb; da in der Realitat jedoch
mehrere Probenpunkte benotigt werden, um Aberrationen zu identifizieren, betragt die
Auflésung 56100kb.

2.2.1 PROBEN

Die MicroarrayAnalysen wurdn an einem Kollektiv vo87 MF~Patienten (PMF n=67,
postPV MF n=14, posiT MF n=6durchgefuhrt.Diese Patienten sindvaren im Rahmen

der MPNS@&)1-09 Studie(NCT00949364)die im Dezember 2008ktiviert wurde und
deren Rekruiterung mittlerweile beendeést, behandelt wordenEs handelt sich um ein
Studienkollektiv.  mit &hnlichen klinischen Charakteristika (Andmie und/oder
Thrombozytopenie als wichtigstes Einschlusskriterium). In der einarmigen-Ritéiselie
wurden alle Patienten mit dem immunmodulatacteen Medikament Pomalidomid
behandelt. Das Labor von Frau Prof. Déhner in der Klinik fur Innere Medizin Ill des
Universitatsklinikura Ulm ist nationales Referenzlabdéir die genetischen Analysen im

Rahmen diesemultizentrische Studie. In vorangegangenerstudien konnte gezeigt
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werden, dass durch Pomalidomid die Erythropoese und Thrombogdoeiggnem Teil der
MFPatientenverbesser werden kann
Fur alle 87 Patienten dieses Mllektivs war im Rahmen von RoutineanalysenJddf2

Mutationsstatus bekannt.

2.2.2 STY/NSIRESTRIKTION

Im ersten Schritt wird die PatientebNA (50ngt) von zwei Restriktionsenzymen (Sty

und Nsp) verdaut und so in verschieden lange Fragmente geschnitten, die
unterschiedliche genomische Bereiche reprasentieren. Fur beide Enzyme waitsjewm
Mastermix hergestellt (Tabelle 6).

Nachdem &1 der PatienteADNA mit 14,761 Mastermix versetzt worden sind, werden
beide Reaktionsansatze in einen Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700, Applied
Biosystems)yerbracht wo die Reaktion zu den ifabelle 7 dargestellten Bedingungen

ablauft.

2.2.3 STY/NSRIGATION

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

Wie bei der Restriktion sind auch hier zwei Mastermixe nétig, aus denen jeweilsi 5,25
auf die Reaktionsansitze der Restriktion pipettiert werden, sodass nhun ein
Gesamtvolumen von 28 vorliegt (Tabelle 8).

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

Nach Beendigung dieses Programms werden die Proben miitvf@ecular biologygrade

water Braun auf ein Gesamtvolumen von 1@i0verdinnt.
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2.2.4 STYI/NSPCR

Nun erfolgt die Amplifikation der DNRragmente, beider ein Primer an die zuvor
angebrachten Adapter bindet und eine DIRAlymerase in mehreren Zyklen die
Fragmente vervielfaltigt.

Dazu werden je 1l der beiden 1061 Ligationsverdinnungen mit @0 des PCR
Mastermix (Tabelle 10) versetzt; in einem Thermdmydurchlauft dieser Ansatz das in

Tabelle 11 beschriebene Programm.

2.2.5 AUFREINIGUNG DES-PEBRDUKTS

Die Aufreinigung der Pa@®odukte erfolgt mit Hilfe von AMPure XP Beads (Agencourt).
Dabei bindet die DNA an magnetische Kugelchen und kann soefaamin Waschschritt

mit Ethanol (75%, Sigmradrich) von Uberschiissigen Reagenzigereinigt werden.
Zuletzt werdendie PCRProdukte derPatienten durch einen Eluierungspuffer (Qiagen)
von den Beads geldst.

Bevor dieaufgereinigten PCRProduktefir weitere Schrite zur Verfligungtehen, wird

die nach der PCR erreichte Konzentration mit Hilfe eines Spectrophotometers (Nanodrop
ND-1000, Thermo Scientific) ermittelZu diesem Zweck wird eine 1:{@rdinnung mit
Wasser angefertigt, deren optimale Konzentration bei Meg mit dem

Spectrophotometerwischen 450 und 600ng¥ liegensollte.

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. Zugéseinigter Paenten-

DNA werden zuerstrB Fragmentation Buffer pipettiert und anschlie3end werden diesen
50m weitere 51 des Mastermix (Tabelle 12) hinzugefiuigt. 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 DNAN18¢s
LabelingMastermix pipettiert und dieser Ansatz schlieBlich in einen Thermocycler

verbracht (Bbellen 14 und 15).

2.2.8 HYBRIDISIERUNG

Zunachst mussen der gelabelten Patier@NA 1901 eines Hybridisierungslastermix
hinzugefugt werden und diese Komponenten ein Thermocyclerprogramm durchlaufen
(Tabellen 16 und 17).

Danach wird der fertigeHybridisierungsMix auf den Affymetrix Nsp/Sty 6.0 Array
gegeben und dieser sofort in einen Hybridisierungsofen (GeneChip Hybridization Oven
640, Affymetrix) Uberfuhrt. Dort wird der Array fir 16 bis 18 Stunden bei 50°C und
60Upm inkubiert; dabei bindet di Biotinmarkierte DNA an die komplementaren

Sequenzabschnitte auf dem Array.

2.2.9 WASCHEN, FARBEN ®TANNEN

Danach wird der Array mehrmals mit zwei verschiedenen WRsifern (Tabellen 18 und

19) gewaschen, um die verbliebanenicht gebundene PCRProduke zu entfernen.

Auch die anschlieRende Farbung erfolgt in mehreren Schritten: Bei einer ersten Farbung
wird der FluoreszenzfarbstoftreptavidinphycoerythriflSAPEan die Biotinmarkierte

DNA gekoppelt. Im zweiten Schritt wird ein Biegiekoppelter Ankdrper an SAPE
gebunden und schliel3lich erfolgt ein letzter Farbedurchgang, bei dem sich SAPE erneut an
das Antikdrpergebundene Biotin ankoppeln kaifiiabellen 20 22). Auf diese Weise wird

das Fluoreszenzpotential des Array deutlich erh@it.diese Vogange erfolgen in einer
dafur vorgesehen Waschstation (GeneChip Fluidics Station 450, Affymetrix).

Nach erfolgreicher Farbung missen die Arrays Ariiay Holding Puffer (Tabelle 23
luftblasenfrei beflllt werden. Beim nun folgenden Scannvorgang wird lierészenz
durch einen Argonlaser angeregt und die dabei vom Probenmaterial emittierte

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

Durch die Sequenzanalyse derlSBEExons und der 16UZ1ZExons konnen beid&ene
auf Nukleotidebene untersucht werden. So ist es mdglich, auch kleinste genomische
Veréanderungen (Substitution, Insertion und/oder Deletion) in diesen Genen zu finden, die

bei der Anwendung anderer Methoden unentdeckt blieben.

2.3.1 PROBHE

Die NF1/SUZ1ESequenzanalysevurde an einem Kollektiv von 28AML-Patienten
durchgefuhrt. Es handelt sich hierbei wire an unserem Zentrum verfligbaren Proben
von Patienten mit urspringlicher E PV oder MKie in eine AML transformiert sind und

die in der Tumorbank der Klinik fur Innere Medizin Ill seit 2005 durch strukturiertes
Biobank asserviert wurden und fir molekulargenetische Analysen zur Verfligung stehen.
Die Kohorte der 29 sAMRatienten wurde bereits zu einem frilheren Zeitpunkt mittels
SNPArray Analysen hinsichtlicher genomischer Aberrationen untersucht. Daher kann auf

diese Daten im Rahmen dieser Arbeit zurlickgegriffen werden.

2.3.2 cDNA SYNTHESE

Die cDNA ist die komplementare, einzelstrangige DNA, die aus der mRNA mit Hilfe des
Enzyms Reverse Thskriptase synthetisiert wird; folglich besteht die cDNA nur aus Exons.
Bei der cDNA Synthese kommt das cBDiAantiTect Kit (Qiagen) zum Einsatz. Dabei wird

im ersten Schritt die PatienteRNA mit RNase freiem Wasser und einem Wipeout Buffer
vermischt, umso mdgliche DNA Kontaminationen zu eliminieren. Dieser Reaktionsansatz
wird fur 2 Minuten bei 42°C inkubiert und danach sofort auf Eis Uberfiihrt. Anschlie3end
wird er mit einer reversen Transkriptas@gNTPs, einem Puffer sowie eindPmimermix
und/oder Hexaneren mit zufélliger Basenabfolge (random hexamemsehen (Tabelle

24). Diese Hexamere dienen als unspezifische Primeraquivalente und sollen die cDNA
Synthese beschleunigen und die Ausbeute erh6hmanTthermocycleerfolgt unter den in

Tabelle 259enannen Bedingungen dann die Synthese der cDNA.

18



MATERIAL UND METHRDI

2.3.3 POLYMERASEKETTENRBEAK(PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es mdglickine gewiinschte Zielsequenz in DNA und cDNA
amplifizieren und diese vervielfaltigten Abschnitte weiteren Untersuchungen zuzufuhren.
Ausgangsmatgal fir die PCR ist die zuvor gewonnene PatiesiddA, die mit den
restlichen fur diese Reaktion benotigten Reagenzien versetzt wird:

Einem Primerpaar (vorwarts und rickwarts), das an diérglen der Einzelstrange bindet
und so den zu amplifizierenden @&h vorgibt(die fur die Sequenzierung fiNF1und
SUzZ1%erwendeten Primer sind in den Tabellen 26 und 27 aufgeljstagter Polymerase,

die die Elongation dieses Abschnittes vornimresoxyribonukleotide (dNTPs), aus
denen die DNAKopien synthetisigr werden, und schlie3lich einer Pufferlésurnmd
MgCh.

Die Mastermie fur die Exons 58 desNFXGenssowie fur die Exons-26 desSUZ12
Gens sind den Tabell&8 und 292u entnehmen.

Fir dieExors 1 der beiden Genevar auf Grundihrer GGreichen Sequenz ein anderer
Mastermix notig, der zusatzlich mit einem Enhancer versehen ist, um die sehr stabilen

GCreichen Reginen zu denaturieren (Tabel8 und 3).

Die Amplifikation selbst erfolgh mehreren Zyklen, die jeweils in drei Sclemittablaufen:
Der Zyklubeginnt mit der Denaturierung der DNA, bei dgch der DNAoppelstrang in
zwei Einzelstrange trenntDieser Vorgang ist essentiell, um im nachsten Schritt das
Anbinden des jeweils flr ein Exon spezifischen Primerpaares an elasde8” der
Einzelstrange zu ermoglichemnnealing. Zuletzt folgt die Elongation durch die
Polymerase, bei deder durch die Primer eingegrenzte DMAschnitt vervielfaltigt wird.
Nach 30 Zyklen liegen genuggfen der Zielsequenzor, sodass durch Abkihletes

Reaktionsansatzes die PCR beendet werden kann.

Praktisch wird der Reaktionsansatz dazu in eine Micro Amp Optic&lVed6 Platte
(Applied Biosystems) pipettiert, wobei zuml Patientenprobe jeweils 24 des
entsprechenden Mastermix gegeben werden. Als template control (NTC) wird
zusatzlich fur jeden Mastermigin PCFAnsatz ohne PatienteBDNAmit 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 PEGRolifikat bei 4°C gelagert (Tabellen-32
34).

2.3.4 PCRPRODUKTKONTROLLE

Die PCHroduktkontrolle erfolgt mittels Gelelektrophorese, bei dke PCHProduktein
Abhangigkeit ihrer jeweiligen Grol3e in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Dazu
wird im ersten Schritt aus 2g Agarose (Sightdrich) und 100ml 1xTARBuffer ein 2%
Agarosegel hergestellt, welches als Laufmatrix fur die Fragmente @enterde jeweils

5m PCRProdukt und B Ladepuffer Orange G (eigene Herstellung) gemischt niraliei
Geltaschen pipettiert; mit deMNTCwird ebenso verfahren und zur Grol3enanalyse des
PCRProdukts werderjeweils 5m einer 100bpLadder (Track It 100bp, Invitrogen)die

erste und letzte Geltasche verbracht. Die elektrophoretische Auftrennung der-PCR
Produkte erfolgt bei 140 V, 400 mA und 100 W fir 40 Minuten.

Nachdem das Gel in einer Farbelésung (1%, 10mg/ml, Rat5 Minuten mit dem
interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid geféarbt worden ist, kann das Ergebnis der

Gelelektrophorese unter Ulicht (GeneSnap, Syngene) sichtbar gemacht und

dokumentiert werden (Abbildung 1).

Abbildung 1. Gelelektrophoretische Auftrennung deiPolymerasekettenreaktion PCR-Produkte. Zu
erkennen sind die beiden 100dmdder (*), dieno template control (NTQ}) sowie die amplifizierten PER
Produkte (AF).
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2.3.5 AUFREINIGUNG DES-PERDUKTS

Bevor die PCRProdukte weiterverwendet werden kénnen, mussen sie von
ungebundenen Primerpaaren und Uberschissigen Reagenzprodgktiemigt werden

die die nachfolgenden Reaktionen beeintrachtigen wirdeieser Schritt erfolgt mit Hilfe
eines PCR Purifikation KiQIAvac 96-Kit, Qiagen), das zu diesem Zweck eine
Vakuumpumpe und diverse Puffer enthélt.

Zunachst wird das PdRodukt auf eine spezielle 9&ell TopPlatte des QIAvac 9&it
pipettiert und anschlieBend werden 16Deines Bindepuffers (Buffer PB) hinzugefigt.
Nach Anlage eines Vakuums fir ca. 1 Minutied die Loésung aus Bindepuffer und PCR
Produkt vollstédndig durch einen sich am Boden deA\8#| Platte befindlichen Filter
gezogen, an dem nun das gesamte Produkt gebunden ist.

Im nachsten Schritt werdendie PCRProdukte durch Zugabe von 750 eines
Waschpuffers (Buffer PE) und-friniitige Anlage eines Vakuums von den uberschussigen
Reagenzien gereinigt. Nach diesem Schritt ist im Filter nun ledddef CHRrodukt der
Patientengebunden.

Zuletzt wird diegereinigte DNA mittels eines Eluierungspuffers (Buffer EB) aus dem Filter
geldst. Dazu wird eine dem Kit beiliegende Auffangplatte unter di&v@8 TopPlatte
verbracht, nachdem letztere mit 8% des Buffer EB versetzt worden ist. Nach
Zentrifugation fir 6 Minuten bei 3800Upm (Multifuge 4KR, Heraeus) kann die
aufgereinigte DNA zur Aufbewahrung b&0°C aus der Auffangplatte in eine-@&ll
PCRPlatte (VWR) umpipettiert werden.

2.3.6 CYCLE SEQUENCINGCREN (CSR)

Nach der Aufreinigung wird das RERdukt ineine CSR eingesetBei dieser Reaktion
werden nach dem Prinzip der enzymatischen Kettenabbruchmethode (SBngeip)
DNAFragmente unterschiedlicher Lange synthetisidbter Reaktionsansatz der CSR
enthalt neben dNTPs auchdesoxyribonukleotiddddNTR, die alle vier (ATP, TTP, GTP,
CTP) mit einem unterschiedlichen, fluoreszierenden Farbstafkiertsind. Diese ddNTPs

fuhren beim Einbau in den neusynthetisierten Strang auf Grund einer fehlenden OH
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Gruppe am 3CGAtom zu einem Kettenabbruch, sodass Bnde der CSR DNAagmente
unterschiedlicher Lange vorliegen, die mit dem entsprechenden ddNTP enden.
Praktisch werden i@ im Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) enthaltenen
Komponenten (DNAolymerase, dNTPs, ddNTPs) mit den weiterhin bendétigten
Reagenzieau einem Matermix verarbeitet (Tabellen 35 und)36

Danach erfolgt die CSR wie die RCRehreren Zyklen, beginnend mit der Denaturierung
des Probenmaterials, gefolgt von d&nnealingcund Elongationsphase. Nach 35 Zyklen
kann die Reaktionutch Abkihlen ali4°C beendet werden (Tabelle)37

Die furdie Sequenzierung der PE&Rodukte vonNF1verwendeten M13Primer tragen
eine Sequenz, die auch auf allen fur die PCR verwendeten forwarddamvse Pimern

zu finden ist (Tabelle 38So ist esndglich,alle PCHProduktedesNFEGens mitnur zwei

CSRPrimern (forward und reverse&bzudecken.

Der Reaktionsansatz wird in eine Micro Amp Optical\88l Platte (Applied Biosystems)
pipettiert, wobei zu I PCRProdukt jeweils 141 des entsprechendenMastermix
gegeben werdenDie CSR erfolgt in einem Thermocycler (GeneAmp PCR System 2720,
Applied Biosystems) undie CSRProduke werden anschlieBendchtgeschitzt bei 4°C

gelagert.

2.3.7 AUFREINIGUNG DES-EBRDUKTS

Die Aufreinigung des C$RRodukts erfolgtmit Hilfe desDyeEx 96 Kit (Qiagen), das
ungebunden Reagenzien mittels Gelfiltration entfernt; diese werden dabei entsprechend
ihres Molekulargewichts von den GBRdukten getrenntDafir wird zunachst die 96

Well Aufreinigungsplatte des Kit bei 2350Ufiim 6 Minuten zentrifugier{Multifuge 4KR,
Heraeus). Beschleunigung und Bremse mussen hierbaia&tufen 7 bzw. 5 eingestellt
werden, um die entstehende stationare Phase in den einzelnen Gelséulen nicht zu
zerstoren. Im Auffangbehalter unter der 98ell Platte befindet sich nun der
Lagerungspuffer, welcher verworfen wird. Nach dem Unterstellen einer Micro Amp
Optical 96Well Platte (VWR) kann nun das &8Bdukt aufgebracht werden und bei
erneuter Zentrifugation mit identischen Parametern wird diesesrbDurchwandern der

Saulen gereinigt: In der 9%ell Platte befindet sich nudas aufgereinigte CSRodukt
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der Patienten wéhrend die Reagenzien in der Gelsaule verbleili@a. so gewonnen

Produkte sollten zligig weiterverarbeitet werden.

2.3.8 SEQUENZIERUNG

Bevor die Produktemit Hilfe des 3500D%equencers (Applied Biosystems) sequenziert
werden konnen missen sie mit Hdi Formamid (Applied Biosystems) auf ein
Gesamtvolumen von 20 gebracht werden. HDi Formamid ist ein neutrales,
ungeladenes Substrat uneerbessert die beim Sequenzieren gewonnen Ergebnisse
allem in G@eichen Regionendurch Losen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Nukleotiden.

Nun kann die Sequenzierungach dem Prinzip der Kapillarelektrophoresefolgen
(Sequencer 3500DxApplied Biosystems). Die Patient®NA wird dazu mittels
elektrokinetischer Injektion in eine Kapillare eingebracht, in der die fluoreszenzmarkierte
Probe elektrophoretisch aufgetrennt undittels FestkérpeiDiodenLaser angeregtird.

Das dadurch emittige 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 MICROWHIATEN

Das Erkennen von Kopienzahlveranderungen wird durch 946.000 auf dem Array
abgebildete Oligonukleotide ermdglicht, die den jeweils komplementaren
Sequenzabschnitten der Patientenproben als Bindungsstellen dienen. Die emittierte
Fluoreszenzintensitat der erfolgreich gebundenen Patiefid®A wird durch den Scanner
ermittelt und lasst im Vergleh mit Daten einer Kontrollkohorte (siehe unten)
Ruckschlisse auf die Kopienzahl (total copy number) deurgimen Probe zu: Ein
Verlust (lbss) imponiert dementsprechend als eine Verminderung der messbaren
Signalntensitat, bei einem Zugewinn &®) hingggen kann ein verstarktes

Fluoreszenzsignal detektiert werden.

DarUber hinaus kénnen durch Microarryalysen auch Heterozygotieverlustess of
heterozygosity, LOHdlentifiziert 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 kdnnen Allele mit darauffolgender Verdopplung des
verbliebenen homologen Abschnitts vemtn 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 Kopienzabtrale Heterozygotieverluste, die
durch sogenannte SNRrrays identifiziertwerden konnen. Zu diesem Zweck sind auf
einem solchen Array die beiden mdglichen Auspragungsformen von 906.600
Einzelnukleotidpolymorphismen als kurze Sequenzabschnitte abgebildet und nach Binden
der fluoreszenzmarkierten PatientddNA ist es durch den Yeich der beiden
Intensitatswerte 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 unverandert istledidlich die

Alletspezifische Intensitat Auffalligkeiten zeigt.
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Nach dem Einscannen der Arrays wird deren Qualitdt anhand der "Contrast quality
control" (Contrast QC) ermittelt. Dabei wird durch eine Software (Genotyping Console,
Affymetrix) ermittelt,inwieweit sich die SNBignale den drei moglichen 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 ésprechen einer Contrast QC von >0,4, die bei allen fur diese

Arbeit durchgefuhrten Proben nicht unterschritten worden ist.

In einem weiteren Schritt werden die Rohdaten der SNP Arrays gegen einen Satz eigener
Referenzen normalisiert. Als Referenzpoolndidierbei FLymphozyterdDNA von 10
MPNPatienten. Deren -Lymphozyten wurden mit Hilfe ihrer spezifischen
Oberflachenmarker durcBellseparatioraus dem Pool der mononuklearen Zellen isoliert;

die Reinheit der so gewonnenen lymphatischen Zellen wurdeetsifluorescence
activated cell sorting(FACPAnalyse ermittelt, um sicherzustellen, dass sich keine

myeloischen Zellen mehr in der Probe befinden.

Nun konnen die Chipaten mittels der Softwaré&enotyping ConsoléAffymetrix) auf
Kopienzahlveranderungericopy number alterationsCNA und LOH hin untersucht
werden. Dieses Programm ermdglicht ein einfaches und sicheres Erkennen von
Aberrationen: Die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Proben werden auf der
sogenannten Heatmap fur jedes Chromosom dargéstend eine CNA durch die

abweichende Farbintensitat der betroffenen Region sichtbar (Abbildung 2).
AnschlieRend kann das betroffene Chromosom detailliert betrachtet werdenumbelr

Zuhilfenahme des UCSC Genome Brow®eant et al. 200p lassen sich die in den

betroffenen Regionen liegenden Gene identifizieren.

25



MATERIAL UND METHRDI

R

Abbildung 2. Fluoreszenzintensitaten, dargestellt auf einer Heatmapu erkennen sind die auf einem
Chromosom abgebildeteBinzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) sowie die untersuchten ProbEh [ie
Aufhellung, die Probe C in der Heatmap zeggttspricht einer Anhebung der Signalintensitat in diesem
Bereich des Chromosoms. Damit zeigt Probe C eine "copy numer alteratdA) {{@Sinne eines groflien
Zugewinns (@) in dieser Region.

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei UPDs um Kopiemzahtale Veranderungen,
die folgerichtig in der Heatmap nicht zu erkennen sind. In solchen Fallen ermdglicht die
gemeinsame Analyse deormierten Fluoreszenzgesamtintensitat ("Log2Ratio™) und der

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

) 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 Chromosomugckl die Genotyping
Console. Deutlich ist das fiir eine UPD charakteristische Muster aus unveranderter
Fluoreszenzgesamtintensitat (Log2Ratio) und abnormen Werten der Alleldifferenz (Allele Difference) zu
erkennen. Der rote Pfeil markiert die Stelle, an diégg UPD endet und sich die detektierten Werte der
Alleldifferenz normalisieren.
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2.4.2 ANALYSE DER DSBQUENZIERUNG

Die bei der Sequenzierung erhaltenen Rohdaten mussen vor der Auswertung durch ein
Computerprogramm analysiert werden (Sequencing Analysis piefl Biosystems). Da
jedes dervier unterschiedlichen ddNTR@e eigend-luoreszenzmarkierung besitzgrn

die Abfolge der wahrend der Sequenzierung detektierten Nukleotide in Form eines

Elektropherogramms sichtbar gemacht werden (Abbildung 4).

TTTTCTCATTG TTTCTGC

bl

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

Eine Substiitionsmutation wird dadurchals ein weiterer, andersfarbiger Peak (entspricht
einem weiteren Nukleotid) sichtbar und eine Deletion/Insertion mit folgendem
Frameshift imponiert als pl6tzlich erscheinende Doppelsequenz.

Die so analysierten Proben werden anschlieBend mit Hilfe einesterer
Computerprogramms ausgewertet (SeqMan, DNASTAR), das es ermoéglicht, mehrere
Proben untereinandemm Sinne einer Konsens#égalyseabzugleichenZudem kann ein
Schwellenwert flrEinzelnukleotidpolymorphismer{SNP) festgelegt werden, der das

Erkennervon heterozygoten Mutationen ermdglicht.
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3 ERGEBNISSE

3.1 SNP 6.0 ARRAYS

Fur die MicroarrayExperimente wurden Proben von 87 NPatienten (PMF n=67, peBV

MF n=14, posET MF n=pverwendet. Bei Durchfuhrundieser Experimente waren alle
Patientenproben auswertbar, sodass die Daten aller 87 Patienten desAS&lP
Kollektivs bei der Prasentation der Ergebnisse bericksichtigt werden konnten.

Zur Ermittlung der Position und der exakten GroRRe einer aberrieregioR wurde die
Human Genome Browser Gatewagtenbank, 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%) &t identifiziert werden. Die
Verteilung dieser genomischen Veranderungen innerhalb des Kollektivs ist in Abbildung 5

dargestellt.

4% 3%

m keine Aberration
m 1 Aberration

16% m 2 Aberrationen
1 3 Aberrationen
B 4 Aberrationen

m >4 Aberrationen

32%

Abbildung 5.Prozentuale Verteilung der genomischefsberrationen im untersuchten Kollektiwon 87
Myelofibrose-Patienten derMPNS@01-09 Studie (NCT00949364)

Im Folgenden werden dielangerstreckigen CNAs, UPDs und kirzere CNAs

(Mikrodeletionen <5Mb) getrennt voneinander dargestellt.
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3.1.1 KOPIENZAHANALYSE (CNA)

In dem im Rahmen dieser Arbeibtersuchen Kollektiv von 87 MFatienten konnten bei
48% (42/87 der Patienten eine oder mehrere CNAs identifiziert werden. Insgesamt

wurden83 solcher Aberrationen gefundgiiabelle 39).

Tabelle39. Alle im untersuchten Kollektiwon 87 MyelofibrosePatienten der MPNS@01-09 Studie
(NCT00949364¥entifizierten copy number alterations (CNA); n=83

Aberration Chromosom Grole (Mb) n PatID

Gain 1gq12g32.1 58,3 2 26;50
Gain 1g21.2qter 98,2 1 12

Gain 3p24.3 1,6 1 41

Trisomie 3 N/A 1 31

Gain 5911.2q13.2 24 1 55

Trisomie 8 N/A 6 11;31;33;40;52;7¢
Gain 9p21.2pter 27,5 1 16

Trisomie 9 N/A 4 31;33;41;52
Gain 11914.3 45,7 1 11

Gain 13g21.1qter 54,9 1 55

Trisomie 13 N/A 1 11

Gain 15ql4qter 63 1 11

Gain 15g923924.2 6,4 1 55

Trisomie 16 N/A 1 33

Gain 18p11.32p11.21 14,8 1 83

Gain 18g22.3923 1,1 1 14
Gain 20p12.2 0,7 1 45

Aberration Chromosom Grole (Mb) n PatID

Loss 3pl4.1p11.2 19,4 1 52

Loss 4923925 6,9 1 67

Loss 4924 0,8 1 19

Loss 4926927 6,4 1 67

Loss 5031.2 1,6 1 88

Loss 5911.2 0,3 1 6

Loss 5013.2qter 107,9 1 55

Loss 5014.3931.3 48,9 1 95

Loss 5014.3933.2 68,4 1 90

Loss 5914.3934 78,6 1 92

Loss 5023.xqter 61,5 1 6

Loss 6p22.1pter 28,7 1 12

Loss 6013q14.3 15 1 20

Monosomie 7 N/A 2 83;91
Loss 7p12.:p12.3 5,8 1 6

Loss 7p12.1pter 53 1 17

Loss 7p22.3p22.2 1,6 1 55

Loss 7p22.1pl2.2 44,3 1 55

Loss 70922.1 0,8 1 6

Fortsetzung von Tabelle 38uf Seite 30
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Fortsetzung von Tabelle 38uf Seite 29

Aberration Chromosom Grole (Mb) n PatID

Loss 7922.2qter 53,4 1 6

Loss 7935qter 13,2 1 17

Loss 9g21.331g22.31 12,3 1 57

Loss 12p13.2p13.1 1,6 1 11

Loss 12p13.2p12.3 3,2 1 58

Loss 12p13.2p12.1 13 1 40

Loss 12924.31 1,21,8 3 56;81;85
Loss 13g12.3g21.2 27,4 1 73

Loss 13913.3921.1 16,6 1 55

Loss 13g14.2q14.3 2,933 2 22;42
Loss 15914 2,8 1 11

Loss 15921.3 0,61,1 2 56,70
Loss 15923 1,2 1 55

Loss 15g24.2 0,5 1 55

Loss 16g22.1 0,5 1 88

Loss 16923.2 0,3 1 16

Loss 17p13.1 1 1 6

Loss 17911.2 1,36,8 3 26;57:83
Loss 18q11.2 1,6 1 6

Loss 18qg12.1 0,4 1 6

Loss 19913.31 0,2 1 27
Loss 20013.13913.2 2 1 88
Loss 20011.2%913.12 14 2 35;41
Loss 20011.21913.2 19,5211 4 5;59:;81;91
Loss 20011.21913.31 251 1 19
Loss 21g22.12 1.4 1 35
Loss Xpll.4 1,8 1 18

Bei 26 dieser Veranderungen handelte es sichgemomische 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
1g21.2qter (n=1: ID 12), zum anderen ein rekurrens®;3 Mb grofRer Zugewn in1ql12

g32.1, der bei 2 Patienten identifiziert werden konnte (n=2: ID 26 und GBjomosom 3

wies neben einem kleinen Gain bei 3p24.3 (n=1: ID 41) auch eine bei ID 31 anzutreffende
Trisomie (n=1) aubDer am haufigsten im Kollektiv anzutreffende iGaiar die Trisomie 8,

die bei insgesamt sechs Patienten vorlag (n=6: ID 78, 11, 31, 33, A2ygefolgt von

der Trisomie auf Chromosom 9, die in vier Fallen vorlag (n=4: ID 31, 33, &R)ufRdr
Chromosom 13 waren zwei chromosomale Zugewinne zu beibeim: Neben einem 54,9

Mb groRen Gain 13g21-dter (n=1: ID 55) konnte eine Trisomie 13 fir ID 11 (n=1)
identifiziert werden.Ebenfalls zwei Gains sind auf Chromosom 15 detektiert worden:

Gain 15gq14ter mit 63 Mb (n=1: ID 11) sowie der 6,4 Mb messende G5023724.2
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(n=1: ID 55)Auch Chromosom 18 wies mit Gdifp11.32p11.21 (14,8vib, n=1: ID 83)

und dem 1,IMb messenden @n 18g22.3g23 (n=1: ID 14) zwei Zugewinne auf.
Zusammenfassend waren somit Trisomie 8, Trisomie 9 und Zugewinn auf Chromosom 1q
die haufigsten grolien genomischen Gains in der untersuchteiKdMiérte. 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
insgesar 37% (33/87) der Patienten gefunden werden konnten. Im Folgenden werden
die grol3en genomischen Verluste (>5 Mb) getrennt von den Kkleineren Verlusten
dargestellt:

Chromosom 4 enthielt mit Verlust vodq23qg25 (6,9 Mb, n=1) und dem 6,4 Mb
messenden Verlusivon 4926927 (n=1) zwei Verluste >5 Mb, die beide bei ID 67
identifiziert wurden. Funf groRe Verluste wurden auf Chromosom 5 detektiert: Loss
5913.2qter (107,9 Mb, n=1: ID 55), Ld5g§14.3931.3 (48,9Mb, n=1: ID 95), der 68/
messende &ss5q14.3933.2(n=1: ID 90), Lo$x14.3934 (78,6 Mb, n=1: ID 92) und der

61,5 Mb grof3e Lo€sg23.2qter (n=1: ID 6). Chromosom 6 wies mit L6p22.%kpter (28,7

Mb, n=1: ID 12) und Lo$0139q14.3(1 5 Mb, n=1: ID 20) zwei grol3e Verluste auf.
Insgesamt sechs Aberrationen in Form genomischer Verluste wurden auf Chromosom 7
identifiziert: Eine Monosomie 7 (n=2: ID 91, 83), Lgss2.:p12.3(5,8 Mb, n=1: ID 6),

der 53 Mb messende LoZpl12.kpter (n=1: ID 17), Losgp22.2pl12.2(44,3 Mb, n=1: ID

55), der 53,4 Mb gro3e Logg22.2qter (n=1: ID 6) und Los&35qter (13,2 Mb, n=1: ID

17). Mit dem 27,4 Mb messenden Lak3q12.39g21.2 (n=1: ID 73) und Losk3q13.3

g211 (16,6 Mb, n=1: ID 55) waren insgeg zwei grof3e genomische Verluste auf
Chromosom 13 zu finden. Drei Verluste >5 Mb konnten fir Chromosom 20 beschrieben
werden: Der 14 Mb messende L028q11.21q13.12(n=2: ID 35, 41), Los0q11.21
g13.2(19,521,1 Mb, n=4: ID 5, 59, 81, 91) und der 2894 grof3e Los20g11.21q13.31
(n=1:ID 19).

Am héaufigsten 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 grolReren genomischen Verlusterdem Studienkollektiv betroffen. Die

Ubrigen Verdanderungen kdnnen Tabelle 39 entnommen werden.
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Pathogenetisch besonders informative Kopien2dbtanderungen sind Aberrationen <5

Mb, die durch zytogenetische Untersuchungen nicht zu identifizieren sindseDi
Regionen sind klein genug, um Kandidatengene zu detektieren; Regionen mit einer Grél3e
von >5 Mb dagegen beinhalten in der Regel eine sehr grol3e Anzahl an Genen und
erschweren dadurch die Eingrenzung von pathogenetisch relevanten Genen.

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

beschrieben.

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

Auf Chromosom 4 liel3 sich eine 0,8 Mb messende 4924 Deletion (n=1: ID 19) erkennen,
die die GenelET2, PR2und FLJ2018énthalt. Mit dem 0,3 Mb grofR3en Verlust in 5q11.2
(n=1: ID 6), der die GemeRL15, HSPBBwie SNX1&nthalt, und der 1,6 Mb messenden
5931.2 Deletion (n=1: ID 88) mit den betroffenen GemRD8, CDC25C, CTNNA1, SIL1
und UBE2D2waren auf Cliomosom 5 zwei Deletionen <5 Mb zu finden. Auf Chromosom
7 konnten zwei Mikrodeletionen nachgewiesen werden: Loss 7p223 (1,6 Mb, n=1:

ID 55) u.a. mit den Geneé®lUN1, MAD1LAnd NUDT1sowie Loss 7g22.1 (0,8 Mb, n=1: ID

6) mit den GenerEMID2, MYL1@ind CUX1 Auf dem kurzen Arm von Chromosom 12
wurden zwei Mikrodeletionen identifiziert: Zum einen Ld2p13.2p13.1(1,6 Mb, n=1:

ID 11) u.a. mit den GeneBTV6, BCL2L14, LOH12@Rd DDX47 zum anderen Loss
12p13.2p12.3(3,2 Mb, n=1: ID 58), der zusatzlich zur erstgenannten Aberration die Gene
GRIN2BInd ATF7IRenthalt. Des Weiteren war auf dem langen Arm von Chromosom 12
die rekurrente Mikrodeletion Los%2g24.31(1,21,8 Mb, n=3: ID 56, ID 81, ID 85) zu
finden, die u.a die Gene CABP1l SPPL3 CAMKK2und KDM2B beinhaltet. Auch
Chromosom 13 wies mit Loss 13q+4423 (2,93,3 Mb, n=2: ID 22, ID 42) eine rekurrente
Aberration auf, die u.a. die Gel®ETDB2, ARLfhd TRIM13enthalt. Auf Chromosom 15
waren folgende genomisehVerluste <5 Mb zu identifizieren: Loss 15923 (1,2 Mb, n=1: ID
55) mit den GenerPIAS1, CALML4, CLNG6, ITGA1l, CORO2B, ANRBRAOXS5 Loss
15924.2 (0,5 Mb, n=1: ID 55) mit den Gerl8APN9, SNUPN, CSRGd UBE2QZXowie
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der rekurrente Loss 15021.3 (6161 Mb, n=2: ID 56, ID 70) mit den GengNF280D
TCF12ind CGNL1Auch Chromosom 16 wies mehrdvikrodeletioren auf: Neben dss
16923.2 (0,3Mb, n=1 ID 1§ mit dem CMIRGen war eine 0,5 Mb messende 16q22.1
Deletion (n=1: ID 88) u.a. mit den GeneBFBLRRC29KCTD12nd LRRC36auf diesem
Chromosom zu finderAuf dem kurzemArm des Chromosoms 17 war mads17p13.1 (1
Mb, n=1 ID § eine Deletion vorhanden, die u.dasTP53Genenthalt. Zwei Deletionen
<5 Mb betrafendas Chromosom 1&um einen @ss18qg11.2 (1,6Mb, n=1 ID 6) mitden
GenenRBBP8, CABLES1, LAMABHRH4 zum anderendss18q12.1 (0,4Vb, n=21 ID 6)
mit den GenenlT TR, BAGALT&d TRAPPC&hromosom 19 trug mitdss19g13.31 (0,3
Mb, n=2 ID 27 eine kleine Deletion, die die Gem®NF22-226, ZNF233ind ZNF235
umfasst Auf Chromosom 20 war mit Los%q13.13g13.2 (n=1: ID 88) eine 2 Mb
messende Deletion zu identifizieren, die die G&lEBPBBACSANFATC2KCNGIund
SALL%beinhaltet. Auf Chromosom 21 war mibds21922.12 (1,4Mb, n=1 ID 35 eine
Mikrodeletion zu finden, in der sich die GelrJNXlund CBR1befinden. Auch ein
Gonosom wies eine Mikrodeletion aufodsXp11.4 (1,8Vib, n=1 ID 18, die die Gene
BCOR, ATP6ABAd MPC1lenthélt.
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Tabelle40. Auflistung der Mikrodeletionen (<8b; n=30) in 87 Myelofibrosdatientender MPNS&01-09
Studie (NCT00949364)

Aberration Chromosom Grolie (Mb) n PatID
Loss 4924 0,8 1 19
Loss 5031.2 1,6 2 88
Loss 5q11.2 0,3 1 6
Loss 7p22.3p22.2 1,6 1 55
Loss 7922.1 0,8 1 6
Loss 12p13.2p13.1 1,6 1 11
Loss 12p13.2p12.3 3,2 1 58
Loss 12924.31 1,2-1,8 3 56;81;85
Loss 13gq14.2q14.3 2,93,3 2 22; 42
Loss 15914 2,8 1 11
Loss 15q921.3 0,61,1 2 56,70
Loss 15923 1,2 1 55
Loss 15g24.2 0,5 1 55
Loss 16g22.1 0,5 1 88
Loss 16¢23.2 0,3 1 16
Loss 17p13.1 1 1 6
Loss 17911.2 1,36,8 3 26;57;83
Loss 18qg11.2 1,6 1 6
Loss 18qg12.1 0,4 1 6
Loss 19913.31 0,3 1 27
Loss 20013.13g13.2 2 1 88
Loss 21g22.12 14 1 35
Loss Xpll.4 1,8 1 18

3.1.2 DIE REGION 17Q11.2

Neben der bereits oben erwahnten Deletion algm pArm von Chromosom 17 konnten

auch auf dem langen Arm dieses Chromosoms Aberrationen gefunden werden:

Mit dem Loss 17qll1l.2 (:88 Mb, n=3: ID 26, ID 57, ID 83) leme rekurrente

Mikrodeletion vor, deren kleinste gemeinsam deletierte Region K3 die GeneADAP2,
RNF135, OMG, EVI2A/B, COPRS, UTP6, @uiNR1lumfasst (Abbildung)e
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Abbildung 6. commonly deleted region (CDR) in 17q1¥Z@.sehen sindlie beidenProbender Patienten
ID=26 und ID=57A und B) und dieMikrodeletion in 17g11.2.Die roten Linien grenzen die kleinste
gemeinsam deletierte Region ein (1Mb). Im unteren Bildabschnitt ist dieser Bereich exemplarisch
vergréRert dargestellt, um die in diess Deletion enthaltenen Gene aufzeigen, zu denen audiF1lund
SUZ12ehoren(Log2Ratio = Fluoreszenzgesamtintensitat).

3.1.3 HETEROZYGOTIEVERINALYSE (UPD)

Bei der Untersuchung des Méollektivs auf Heterozygotieverluste ohne DMérlust sind

nur solche UPDs bei der Datenanalyse beriicksichtigt worden, die mindestens ein
terminales Ede des jeweils betroffenen Chromosoms einschlie3en, da aktuelle
Studienergebnisse zeigen, dass es sich bei den interstitiellen UPDs in den meisten Fallen
nicht um klonale Aberrationen handgliankowska et al. 2009Zur sicheren Verifizierung
solcher interstitiekn UPDs mussten zusatzlich Analysen aus Keimbahnmaterial bei den
betroffenen Patienten erfolgen; diese wurden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht

durchgefuhrt.
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Im Rahmen der Arragnalyse der 87 MPatienten konnten insgesamt 27 UPDs in 9
Chromosomen dentifiziert werden, die den oben genannten Kriterien entsprechen
(Tabelle 41). Diese Aberrationen verteilten sich auf 27% (24/87) der untersuchten

Patienten.

Tabelle4l. Alle im untersuchten Kollektiwon 87 MyelofibrosePatienten derMPNS&01-09 Studie
(NCT00949364¥lentifizierten uniparentalen Disomien (UPD); n=27

Aberration Chromosom Grole (Mb) n PatID

UPD 1p 55,4120 3 10;32;75
UPD 3ql1.2qter 104,5 1 54
UPD 4q13.3qter 115,8 1 91
UPD 4913.Xqter 131 1 51
UPD 7922.kqter 58,959,1 2 27;34
UPD 80g22.1qter 48,7 1 77
UPD 9p 12,938,8 13 | 1;9;12;15;33;42;54;61;69;70;72;89;
UPD 11q 66,977,5 2 40;88
UPD 11p11.2pter 45,6 1 63
UPD 12g15qter 66,6 1 70
UPD 14q24.3qter 33,5 1 77

Rekurrente UPDs oder solche, die ein pathogenetisch interessdses 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 Ddomien UPDs 4ql3dter (131 Mb, n=1: ID 51) und UPD
4913.3qter (115,8 Mb, n=1: ID 91) war auch Chromosom 4 von zwei sehr grol3en
Aberrationen betroffen, die u.a. auf 4924 dagT2Gen enthalten. Zwei UPDs konnten

auf Chromosom 7 identifiziert werden: MidPD 7g22.4gter (n=2: ID 27, ID 34) ist eine
Region von 58,9 Mb GroRe betroffen, die u.a. die G&¥EH2 CUX1lund DOCK4
beinhaltet. Die meisten uniparentalen Disomien waren auf Chromosom 9 zu finden:
Insgesamt 13 dieser Aberrationen wurden hier identifiz{¢2,938,8 Mb, n=13: ID 1, ID
9,ID 12, ID 15, ID 33, ID 42, ID 54, ID 61, ID 69, ID 70, ID 72, ID39dHen kleinste
gemeinsam betroffene Region u.a. auf 9p2di8 GeneCDKN2Azw. CDKN2RInd auf
9p24.1 dasJAK2Genbeinhaltet.
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Mit Hilfe desin vorangegangenen Untersuchungen bestimmt&haK2Mutationsstatus
konnte aul3erdemeruiert werden, dass alle im analysierten Kollektiv von einer OpD
betroffenen Patienten einen homozygoteliAK2/617FMutationsstatus hatten

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

(66,977,5 Mb, n=2: ID 40, ID 88), die u.a. @&tGen einschliel3en.
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3.2 NFESEQUENZANALYSE

Im nachsten Schritt dieser Dissertation wurde aufbauend auf den Ergebnissen der
Mikroarray-Experimente die Sequenzanalyse potentieller Kandidatengene durchgefihrt,

um die pathogenetische Relevanz dieser Gene einschatzen zu kdnnen. Im Kollektiv der 87
MRt FGASYiSy>S RAS YAGGSta RSNI {bt codn ! NNI &a
deleted rdA 2y a 6/ 5w0 | dzF / KNRBRY2a2Y MTIlMM®PH AR
gemeinsame Deletion nur 1,6 Mb misst. Dieser Verlust beinhaltet u.aNB&&en, das

auf Grund seiner physiologischen Funktion als Tumorsuppressorgen ein potentielles
Kandidatengen datellt. Aul3erdem legen friihe Daten unserer Arbeitsgruppe nahe, dass
Patienten, die eine Mutation inNFXGen tragen, im Verlauf sehr rasch in eine sAML
transformieren(Stegelmann et al. 200

Um die Fage nach der Relevanz eindFXMutation fur die leukamische Transformation
beantworten zu kdnnen, wurde die Sequenzanalyse E&Gens an einer Kohorte von
sAML:-Patienten aus ET, PV oder MF durchgefiihrt; stlfd.ein entscheidender Faktor

fur die Trarsformation in eine AML sein, wéare hier eine signifikante Mutationsinzidenz zu
erwarten. Um diese Fragestellung zu adressieren wurden alle 58 ExoméRlam einer
sAMLKohorte von 29 Patienten sequenziert und ausgewertet, sodass umfassende

Sequenzdaten wtagen.

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 om Asparagin (Asn) zu Asparaginsaure (Asp) zur Folge
(p-Asn1451Asp); damit handelt es sich hierbei um aissenseviutation.

Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei c.4351A>G um eine erworbene klonale
Mutation handelt, wurde Keimbahnmaterial (Wanggehleimhautabstrich) von ID 1661

auf das Vorliegen diesemissenseMutation hin untersucht. Die anschliel3ende
Sequenzierung der Keimbalitrobe zeigte eine WS$equenz fur Exon 33 ohne
pathologischen Befund und beweist damit, dass es sich bei dieser 8tibsetitim eine

erworbene Mutation handelt (Abbildung 7).
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Um mogliche Auswirkungen dieser Substitution auf die Proteinfunktion einschéatzen zu
konnen, wurde sie diesbeziuglich mittels de$SIFTAlIgorithmus analysiert
(http://sift.jcvi.org). Dieser bioinformatishe Algorithmus nutzt u.a. Sequekibmologien,

um zu berechnen, welchen Effekt eine Aminosauresubstitution auf die Proteinfunktion
hat (Sorting Intolerant Fom Tolerant). Mit einem SIFfScore von 0,01 ist davon
auszugehen, dass es sich bei p.Asn1451Asginm nichttolerierbare Substitution mit

pathologischer Auswirkung auf die Proteinfunktion handelt.

Eine weitere Substitutionsmutation konnte ebenfalls in Exon 33 fir 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 eingilentMutation (Abbildung 7).

Abbildung 7 Elektropherogramm der NF1 Exon 33Mutationen. Bei den hier abgebildeten
Sequenzabschnitten handelt es siom reverse Sequenzabschnittéd) Zu erkennen ist dienissense
Mutation vonID 1661, die den Aminosaureaustausch von Asparagin zu Asparaginsaure zur Folge hat. In der
KeimbahnSequenz ist die Substitution von Adenin zu Guanin nicht zu identifizieren, sodass es sich hierbei
um eine erworbene klonale Mutation handeln muss. DanebenustBestétigung des Befundes die Wildtyp
(WT)Sequenz dieses Abschnittes dargestellt. (B) Bei dlestButionsmutation von I2609 handelt es sich

um eine silentMutation, die keinen Aminosdureaustausch zur Folge hat. Daherde auf die
Untersuchung vorKeimbdnmaterial in diesem Fall verzichteDaneben ist ebenfalls die \WSequenz

dieser Region dargestellt.

Fiar ID 1182 konnte in der intronischen Sequenz zwischen den Exons 44 und 45 die 26
stellige Insertion ACAAAGGTTTTTATAAGTGTGGAnNnachgewiesen waen. Der
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