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1 EINLEITUNG 

1.1 MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASIEN (MPN) 

 

Bereits 1951 prägte William Dameshek den Begriff der "myeloproliferative disorders" 

(MPD) und subsumierte darunter vier verschiedene Bluterkrankungen: die essentielle 

Thrombozythämie (ET), die Polyzythämia vera (PV), die primäre Myelofibrose (PMF) 

sowie die chronische myeloische Leukämie (CML) (Tefferi 2008). Diese Einteilung basierte 

auf Blutbild- und Knochenmarkveränderungen sowie den damit verbundenen klinischen 

Symptomen. 

 

In der 2001 von der World Health Organisation (WHO) veröffentlichten Classification of 

Tumors wurden erstmals genetische, zytochemische und immunphänotypische 

Informationen bei der Erstellung einer Klassifikation berücksichtigt (Jaffe et al. 2001). Um 

aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnissen Rechnung zu tragen, wurde die Einteilung von 

MPD im Jahre 2008 erneut von der WHO überarbeitet. Insbesondere die Identifizierung 

der sog. Januskinase 2 (JAK2)-Mutation im Jahr 2005 (s. Kapitel 1.4.), deren Nachweis ein 

wichtiger klonaler Marker für die Diagnose der oben genannten Entitäten ist, wurde zum 

Anlass genommen, eine Änderung in der Terminologie vorzunehmen: Auf diese Weise 

wurde der Begriff der myeloproliferativen Neoplasien (MPN) geprägt (Tefferi et al. 2011, 

Vardiman et al. 2009). 

 

Myeloproliferative Neoplasien sind eine Gruppe heterogener, chronischer  

Stammzellerkrankungen des Knochenmarks, denen die verstärkte Produktion von 

Blutzellen gemein ist. Sie können alle drei Zelllinien der Hämatopoese betreffen und 

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

und 1.3.). Grundsätzlich lassen sich bei MPN BCR-ABL1-negative Entitäten von der BCR-

ABL1-positiven chronischen myeloischen Leukämie unterscheiden (Tabelle 1). Innerhalb 

der BCR-ABL1-negativen MPN werden ET, PV und PMF aufgrund ihres vergleichsweise 

ƘŅǳŦƛƎŜƴ ±ƻǊƪƻƳƳŜƴǎ ŀǳŎƘ ŀƭǎ αƪƭŀǎǎƛǎŎƘŜ atbά ōŜȊŜƛŎƘƴŜǘΦ 
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Tabelle 1. Klassifikation der myeloproliferativen Neoplasien von 2008. Unterschieden wird hierbei  

die BCR-ABL1-positive chronische myeloische Leukämie (CML) von den BCR-ABL1-negativen Entitäten 

MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASIEN (MPN) 

chronische myeloische Leukämie                            BCR-ABL1-positiv 

Chronische Neutrophilenleukämie 

Essentielle Thrombozythämie 

Polyzythämia vera 

Primäre Myelofibrose                                                BCR-ABL1-negativ 

Chronische Eosinophilenleukämie 

Mastozytose 

Unklassifizierbare MPN 

 

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

 

Für die CML ist vor allem eine Proliferation von reifen Granulozyten und deren 

Vorläuferzellen im peripheren Blut und im Knochenmark charakteristisch. Die CML ist 

eine seltene hämatopoetische Stammzellerkrankung mit einer Inzidenz von 1-2/100.000 

Personen pro Jahr (Hehlmann et al. 2007). Ihr liegt die Translokation t(9;22)(q34;q11), 

auch bekannt als Philadelphia (Ph) Chromosom, zugrunde, die dazu führt, dass ein Teil 

des BCR-Gens von Chromosom 22 mit dem auf Chromosom 9 gelegenen ABL1-Gen 

fusioniert. Das so entstandene BCR-ABL1-Fusionsgen codiert nun für eine konstitutiv 

aktive Tyrosinkinase und ist für die Entstehung der CML ursächlich (Ren 2005). 

 

Das Ph-Chromosom und/oder das BCR-ABL1-Fusionsgen haben charakteristische klinische 

und morphologische Veränderungen 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 verfügbaren 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 Gesamtüberleben 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-ABL1-negativen MPN über viele Jahrzehnte 

lediglich klinische, morphologische und/oder laborchemische Eigenschaften zur 

Diagnosesicherung. Mit der o.g. 2008 veröffentlichten WHO-Klassifikation änderte sich 

dies. Der Grund hierfür ist die Erkenntnis, dass auch bei diesen Entitäten genetische 

Aberrationen (v.a. die JAK2 V617F Mutation) als diagnostische Marker herangezogen 

werden können. So ist es möglich, bei einem überwiegenden einem Teil der Patienten 

eine klonale Proliferation nach zu weisen und diese Krankheitsbilder von reaktiven 

Prozessen abzugrenzen (Vardiman et al. 2009). 

 

Grundsätzlich handelt es sich bei den im Folgenden beschriebenen klassischen MPN um 

langsam progrediente, chronische Erkrankungen; in einem Teil der Fälle kann es aufgrund 

genetischer Instabilität der Leukämiezellen zu einer Transformation in eine sekundäre 

akute myeloische Leukämie (sAML) kommen. Charakteristisch dafür ist ein Blastenschub, 

also eine exzessive Produktion unreifer Vorstufen von Blutkörperchen, der mit einer sehr 

schlechten Prognose für den Patienten verbunden ist. 

 

1.3.1 ESSENTIELLE THROMBOZYTHÄMIE (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 megakaryozytäre Proliferation im 

Knochenmark (Tabelle 2). 
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Tabelle 2. Diagnosekriterien von 2008 für die Essentielle Thrombozythämie (ET) 

DIAGNOSEKRITERIEN DER ET 

ET, wenn alle vier Kriterien erfüllt sind 

1)   Thrombozyten anhaltend >450 x10
9
/L 

2)   im Knochenmarksbiopsat hauptsächlich megakaryozytäre Proliferation 

      mit vergrößerten, reifen Megakaryozyten 

3)   Nichterfüllung der WHO Kriterien für 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 Kribbelparästhesien (Campbell et al. 2005). 

Paradoxerweise kommt es besonders bei einer sehr hohen Anzahl von Blutplättchen 

vermehrt zu Blutungskomplikationen; dieser Umstand ist durch den dann großen Anteil 

von funktionsuntüchtigen Thrombozyten zu erklären, die durch ein begleitendes, 

erworbenes von Willebrand-Syndrom bedingt sind. 

 

Für die ET steht keine kurative Medikation zur Verfügung, sodass mit symptomatischen 

Therapiemaßnahmen die thrombohämorrhagische Komplikationsrate gesenkt werden 

soll. Das Auftreten von Mikrozirkulationsstörungen (z.B. Kribbeln, Migräne oder 

Sehstörungen) wird mit niedrigdosierter Acetylsalicylsäure (ASS) behandelt. Trifft einer 

der drei Risikofaktoren aus Thrombozytose >1.500.000/ml, Alter >60 Jahre oder 

stattgehabtes thrombohämorrhagisches 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 darüber machen, welche ET-

Patienten in eine post-ET Myelofibrose transformieren werden und wie hoch das 

individuelle Risiko für den Übergang in eine sAML ist. Daten hierzu wurden vor allem 

retrospektiv gewonnen. Von besonderer Bedeutung zur Abschätzung des Risikos einer 

fibrotischen Transformation ist die Abgrenzung der ET von der präfibrotischen Phase der 

primären Myelofibrose (PMF), die nur anhand der Knochenmarkhistologie möglich ist. ET-
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Patienten gehen vergleichsweise seltener in eine post-ET MF über oder erfahren eine 

Transformation in eine sAML. Die Ergebnisse einer 2011 veröffentlichten 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-Überlebensrate mit 80% an; medikamentös adäquat 

eingestellte ET-Patienten haben somit eine gute Prognose, die in etwa der der 

Normalbevölkerung entspricht.  

 

1.3.2 POLYZYTHÄMIA 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)-unabhängige, neoplastische Proliferation im Knochenmark führt bei 

dieser Erkrankung zu einer Überproduktion von Erythrozyten und in geringerem Ausmaß 

von Thrombozyten und Granulozyten (Tabelle 3). Daher lassen sich im Gegensatz zu 

sekundären Polyzythämien, die zum Beispiel im Rahmen von Hypoxämien, 

Nierenerkrankungen, Ventilationsstörungen oder paraneoplastischen Prozessen auftreten 

können, keine erhöhten EPO-Spiegel im Blut nachweisen. 

 

Tabelle 3. Diagnosekriterien von 2008 für die Polyzythämia vera (PV) 

DIAGNOSEKRITERIEN DER PV 

PV wenn 

 a) beide Hauptkriterien und ein Nebenkriterium oder 

 b) das erste Hauptkriterium und zwei Nebenkriterien erfüllt sind 

HAUPTKRITERIEN 

1)   Hämoglobin >18,5 g/dl bei Männern, >16,5 g/dl bei Frauen oder  

       Hämatokrit über 99. Perzentile 

2)   JAK2 V617F Mutation oder JAK2 Exon 12 Mutation 

NEBENKRITERIEN 

1)   hyperzelluläres 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 häufigsten 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 für die ET 

geschilderten Riskofaktoren (Thrombozytose >1.500.000/ml, Alter >60 Jahre oder 

stattgehabtes thrombohämorrhagisches Ereignis) wird auch bei der PV die Indikation zur 

Zytoreduktion gestellt, die in den meisten Fällen entweder mit Hydroxyurea oder 

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

 

Wie bei der ET ist es aus den oben genannten Gründen sehr schwer, die Progression und 

Transformation der PV verlässlich zu beschreiben. Studienergebnisse lassen lediglich 

vermuten, dass die Progressions- und Transformationsraten von der JAK2 V617F Allel-Last 

abhängig sind (Passamonti et al. 2010). Außerdem haben homozygot mutierte Patienten 

wahrscheinlich ein höheres Risiko für die Entwicklung einer post-PV MF. 

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

haben ς ähnlich den ET-Patienten ς eine gute Prognose. 

 

1.3.3 PRIMÄRE MYELOFIBROSE (PMF) 

Die PMF ist eine seltene hämatopoetische Stammzellerkrankung deren Inzidenz mit 1-

3/100.000 angegeben wird und die bevorzugt bei älteren 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 Verhältnis aufweisen. Mit 

zunehmender Krankheitsdauer kommt es zu einer ausgeprägten Fibrosierung des 

Knochenmarks und davon betroffene Patienten zeigen konstitutionelle Symptome wie 

Kachexie, B-Symptomatik, Pruritus, Müdigkeit und Knochenschmerzen; charakteristisch 

sind außerdem Zytopenien und eine Leukoerythroblastose mit extramedullärer 

Blutbildung, die in der Regel zu einer Hepatosplenomegalie führt (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 abschätzen lassen und für das anzuwendende 

Therapieregime von Bedeutung sind. Dabei werden fünf 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 erklärbares Fieber und exzessives Schwitzen >1x/Monat), Hämoglobin <10 g/dL, 

Leukozyten >25x109/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-II 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 für die Primäre Myelofibrose (PMF) 

DIAGNOSEKRITERIEN DER PMF 

PMF wenn alle Hauptkriterien und zwei Nebenkriterien erfüllt sind 

HAUPTKRITERIEN 

1)   megakaryozytäre Proliferation mit Atypie, begleitet von Retikulin ςbzw 

       Kollagenfibrose oder 

       bei Abwesenheit signifikanter Fibrose begleitet von granulozytärer  

       Proliferation und verminderter Erythropoese 

2)   Nichterfüllen der WHO Kriterien für 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 für eine  

      sekundäre Myelofibrose 

NEBENKRITERIEN 

1)   Leukoerythroblastose 

2)   Serum Laktatdehydrogenase-Level oberhalb des Referenzbereichs 

3)   Anämie 

4)   palpable Splenomegalie 

 

Eine potentiell kurative allogene Stammzelltransplantation kommt in der Regel auf Grund 

der hohen therapieassoziierten Mortalität nur bei Patienten unter 70 Jahre im guten 

Allgemeinzustand in Intermediate-II (zwei Parameter zutreffend) und High-risk (drei oder 

mehr Parameter zutreffend) Situation in Frage (Cervantes et al. 2012). 



EINLEITUNG 

 

 8 

Intermediate-I Patienten und Patienten ohne Risikofaktoren wird in der Regel eine 

symptomatische Therapie empfohlen. Zur Behandlung der Anämie werden im 

Wesentlichen vier Präparate verwendet: Kortikosteroide, Androgene, Erythropoietin 

(EPO)-Derivate und Immunmodulatoren (Barbui et al. 2011a, Tefferi et al. 2009). Mittel 

der Wahl bei der medikamentösen 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 

Leukämiezellen. Die Therapie wirkt unabhängig vom Vorhandensein der JAK2-Mutation 

und führt v.a. zur Besserung konstitutioneller Symptome und zu einer Größenreduktion 

der Milz. Da JAK2 ein wichtiges Protein der gesunden Hämatopoese ist, kommt es zu 

einer dosisabhängigen Myelosuppression, die vor allem die Thrombopoese und 

Erythropoese betrifft. 

 

Die Prognose für PMF-Patienten ist bei einem medianen Überleben (gemittelt über alle 

Risikogruppen) von 5 bis 6 Jahren und einer sAML-Transformationsrate von bis zu 20% 

deutlich schlechter als bei den übrigen BCR-ABL1-neg. MPN (Cervantes et al. 2009). 

Zu unterscheiden ist die PMF von Myelofibrosen, die sich sekundär 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 KOMPLEXITÄT 

 

Die ersten Erkenntnisse bezüglich der genetischen Charakteristika der BCR-ABL1-

negativen MPN lieferte die zytogenetische Analyse aus Knochenmark oder Blut. Diese 

Untersuchungsmethode lässt chromosomale Aberrationen ab einer Größe 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 Veränderungen identifiziert werden, die im Rahmen einer 

zytogenetischen Analyse unentdeckt blieben: So ließ das Mikrosatelliten-Mapping an 

Kollektiven von MPN-Patienten einen häufig 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 schließlich 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 Ansätze 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, können so dimerisieren und schließlich in 

den Zellkern translozieren, wo sie eine regulatorische Aktivität bei der Gentranskription 

ausüben (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 Kinasedomäne 

(JH1) und eine Pseudokinasedomäne (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 Pseudokinasedomäne, bei der es zu einem 

Aminosäureaustausch von Valin zu Phenylalanin an Position 617 kommt. Dieser 

Austausch resultiert in einer Störung der Regulationsfunktion der Pseudokinase und führt 

somit zu einer konstitutiven Aktivierung der Kinasedomäne sowie zu einer 

Zytokinhypersensitivität (Cross 2011, Tefferi et al. 2011, Vainchenker et al. 2011). 

Bei einem Großteil der Patienten mit einer BCR-ABL1-negativen MPN konnte diese 

Mutation gefunden werden. Besonders häufig ist sie mit dem Krankheitsbild der PV 

vergesellschaftet, bei dem die Punktmutation in ca. 95% der Fälle vorliegt (Baxter et al. 

2005, Levine et al. 2005). Eine so hohe Mutationsfrequenz ist bei den übrigen BCR-ABL1-
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negativen MPN nicht vorhanden, jedoch tragen auch etwas mehr als die Hälfte der PMF- 

(ca. 50-60%) und ET-Patienten (ca. 65%) diese Aberration (Jones et al. 2005, Tefferi et al. 

2011). 

 

Durch Genomanalysen mittels hochauflösender "Single nucleotide polymorphism"- (SNP-) 

Microarrays ǳƴŘ ŘŜǊ !ƴǿŜƴŘǳƴƎ ŘŜǊ αbŜȄǘ-ƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴ {ŜǉǳŜƴŎƛƴƎά- (NGS-) Methode ist 

es gelungen, weitere Fortschritte im Verständnis von BCR-ABL1-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 früher angenommen. Erst kürzlich (Ende 2013) wurde mit 

der Beschreibung von Frameshift-Mutationen in Exon 9 von Calreticulin (CALR) eine 

weitere sehr wichtige pathogenetische und diagnostische Lücke 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 könnten (Klampfl et al. 2013, Nangalia et al. 2013). 

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

veranschaulicht dennoch die genetische Komplexität der MPN. 

 

Tabelle 5. An der Pathogenese der myeloproliferativen Neoplasien (MPN) beteiligte Gene. Obwohl nicht 
vollständig, zeigt diese Auflistung die enorme Vielfalt der genomischen Veränderungen, 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 

   Häufigkeit 

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 4q24 (loss of function) DNA Methylierung 11% 15% 19% 26% 

ASXL1 20q11.21 (loss of function) Chromatin Modifikation -5% -5% 40% 19% 

IDH1 2q33.3 (neomorphic mutation) Metabolismus selten selten 2% 8% 

IDH2 15q26.1 (neomorphic mutation) Metabolismus selten selten 2% 18% 

EZH2 7q35 (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 DIE REGION 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 möglichen Kandidatengenen, stößt 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 für NF1 als auch für 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 können: 

 

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 über den Ras-Signalweg einen 

modulierenden Effekt auf die Zellproliferation ausübt. Nach Degradierung von NF-1 

bindet Ras an GTP und wird dadurch in seine aktive Form überführt. 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-Aktivität wieder aufnehmen: Das 

gebundene GTP wird hydrolysiert und Ras dadurch inaktiviert (Weinberg 2006). 

Der Neurofibromatose Typ I liegt in den allermeisten Fällen eine Keimbahnmutation 

(frameshift, nonsense oder missense) in NF1 zu Grunde. In ungefähr 5-10 % der Fälle lässt 

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 

ausgeprägteren klinischen Phänotypen (Pasmant et al. 2010, van Minkelen et al. 2014). 

Auch Leukämie-Patienten, bei denen keinerlei Anzeichen für das Vorliegen einer 

Neurofibromatose gefunden werden konnten, tragen Mutationen im NF1-Gen. Dabei 

handelt es sich jedoch um somatische Mutationen, die ausschließlich 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). 
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SUZ12 ist ein Kernprotein des Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). PRC1 und PRC2 

sind die beiden in Säugetieren 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 überführt 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 

Phänotyp der MPN in Verbindung gebracht werden konnten (Ernst et al. 2010). Auch für 

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

 

1.5 FRAGESTELLUNG 

 

Im Mittelpunkt dieser Dissertation steht die molekulare Charakterisierung einer großen 

homogenen Myelofibrose-Studienkohorte mittels genomumfassender SNP-Array 

Analysen, insbesondere auch im Hinblick auf Deletionen in 17q11.2. Aufbauend auf 

diesen Ergebnissen soll anschließend die nähere 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 häufig 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 näher 

zu beleuchten. Beispielhaft kann die 17q11.2-Deletion angeführt werden, die bereits in 

früheren 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 Mischverhältnisse 

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

 

2.1 DNA-EXTRAKTION 

 

Zu Beginn beider in dieser Arbeit durchgeführten Arbeitstechniken erfolgt die Extraktion 

von Patienten-DNA aus bei -70°C gefrorenen Zellpellets. Die Pellets bestehen aus 

mononukleären Zellen (MNC) oder Granulozyten, die zuvor aus dem peripheren Blut 

und/oder dem Knochenmark des Patienten mittels Dichtegradientenzentrifugation 

isoliert wurden. Für die Microarray-Experimente werden Granulozyten verwendet, da der 

gesuchte MPN-Klon v.a. in dieser Zellpopulation gefunden werden kann; der für die 

Sequenzanalyse benötigte sAML-Klon hingegen wird aus MNCs extrahiert. 

Aus MNC und Granulozyten kann die DNA mittels DNAzol wie folgt präpariert 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 Lösung wird durch mehrmaliges Aufziehen der Pipette gut vermischt, um 

sicherzustellen, dass sich das Pellet komplett gelöst hat und die Zellen vollständig lysiert 

sind. 

Nach Zugabe von 2ml Ethanol absolut (96-100%; Sigma-Aldrich) fällt die sich im Lysat 

befindende Patienten-DNA als sichtbares weißes Knäuel aus, das mit der Pipettenspitze 

aspiriert wird und so in ein mit Ethanol 70% gefülltes Tube überführt 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 durchgeführt, um 

möglichst viele Zelltrümmer und die DNAzol-Reagenz von der DNA zu trennen. Die DNA 

verbleibt danach in einem dritten mit Ethanol 70% befüllten 1,5ml Tube. 

Anschließend wird die Probe für 15min bei Raumtemperatur und 13.000Upm 

zentrifugiert (Biofuge primo, Heraeus) und der entstandene Überstand sorgfältig 

abpipettiert. Um den restlichen Alkohol verdunsten zu lassen, erfolgt nun eine 10-

minütige Trocknung bei 37°C im Thermomixer (Thermomixer comfort, Eppendorf), bevor 
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das DNA-Pellet mit 200ml 1x TE-Puffer in Lösung gebracht wird. Durch Inkubation dieser 

Lösung bei 37°C im Thermomix für mindestens drei Stunden löst sich das DNA-Pellet 

vollständig auf. 

 

2.2 DURCHFÜHRUNG 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 Kopienzahlveränderungen 

(copy number alterations, CNA) und Heterozygotieverluste (loss of heterozygosity, LOH). 

Dazu werden 906.600 über das Genom verteilte Einzelnukleotid-Polymorphismen (single 

nucleotide polymorphisms, SNPs) durch komplementäre Proben auf dem Array 

abgedeckt, der zusätzlich noch 946.000 Proben zur Detektion von CNA enthält. Damit 

besitzen diese Arrays theoretisch eine Auflösung von 4kb; da in der Realität jedoch 

mehrere Probenpunkte benötigt werden, um Aberrationen zu identifizieren, beträgt die 

Auflösung 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) durchgeführt. 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 ähnlichen klinischen Charakteristika (Anämie und/oder 

Thrombozytopenie als wichtigstes Einschlusskriterium). In der einarmigen Phase-II Studie 

wurden alle Patienten mit dem immunmodulatorischen Medikament Pomalidomid 

behandelt. Das Labor von Frau Prof. Döhner in der Klinik für Innere Medizin III des 

Universitätsklinikums Ulm ist nationales Referenzlabor für 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. 

Für 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/ml) von zwei Restriktionsenzymen (Sty 

und Nsp) verdaut und so in verschieden lange Fragmente geschnitten, die 

unterschiedliche genomische Bereiche repräsentieren. Für beide Enzyme wird jeweils ein 

Mastermix hergestellt (Tabelle 6). 

Nachdem 5ml der Patienten-DNA mit 14,75ml Mastermix versetzt worden sind, werden 

beide Reaktionsansätze in einen Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700, Applied 

Biosystems) verbracht, wo die Reaktion zu den in Tabelle 7 dargestellten Bedingungen 

abläuft. 

 

2.2.3 STY/NSP-LIGATION 

Nach erfolgreicher Restriktion werden im nächsten Schritt an die überhängenden 

Schnittstellen passende Adapter ligiert, die im weiteren Verlauf als Bindestelle für einen 

Primer dienen werden. 

Wie bei der Restriktion sind auch hier zwei Mastermixe nötig, aus denen jeweils 5,25ml 

auf die Reaktionsansätze der Restriktion pipettiert werden, sodass nun ein 

Gesamtvolumen von 25ml 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 75ml Molecular biology-grade 

water (Braun) auf ein Gesamtvolumen von 100ml verdünnt. 
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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 vervielfältigt. 

Dazu werden je 10ml der beiden 100ml Ligationsverdünnungen mit 90ml des PCR-

Mastermix (Tabelle 10) versetzt; in einem Thermocycler durchläuft 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 Kügelchen und kann so nach einem Waschschritt 

mit Ethanol (75%, Sigma-Aldrich) von überschüssigen Reagenzien gereinigt werden. 

Zuletzt werden die PCR-Produkte der Patienten durch einen Eluierungspuffer (Qiagen) 

von den Beads gelöst. 

Bevor die aufgereinigten PCR-Produkte für weitere Schritte zur Verfügung 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-Verdünnung mit 

Wasser angefertigt, deren optimale Konzentration bei Messung mit dem 

Spectrophotometer zwischen 450 und 600ng/ml 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 45ml gereinigter Patienten-

DNA werden zuerst 5ml Fragmentation Buffer pipettiert und anschließend werden diesen 

50ml weitere 5ml des Mastermix (Tabelle 12) hinzugefügt. 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 

später der Farbstoff binden wird. Dazu werden zu der fragmentierten DNA 19,5ml des 

Labeling-Mastermix pipettiert und dieser Ansatz schließlich in einen Thermocycler 

verbracht (Tabellen 14 und 15). 

 

2.2.8 HYBRIDISIERUNG 

Zunächst müssen der gelabelten Patienten-DNA 190ml eines Hybridisierungs-Mastermix 

hinzugefügt 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) überführt. Dort wird der Array für 16 bis 18 Stunden bei 50°C und 

60Upm inkubiert; dabei bindet die Biotin-markierte DNA an die komplementären 

Sequenzabschnitte auf dem Array. 

 

2.2.9 WASCHEN, FÄRBEN 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 anschließende Färbung erfolgt in mehreren Schritten: Bei einer ersten Färbung 

wird der Fluoreszenzfarbstoff Streptavidinphycoerythrin (SAPE) an die Biotin-markierte 

DNA gekoppelt. Im zweiten Schritt wird ein Biotin-gekoppelter Antikörper an SAPE 

gebunden und schließlich erfolgt ein letzter Färbedurchgang, bei dem sich SAPE erneut an 

das Antikörper-gebundene Biotin ankoppeln kann (Tabellen 20 - 22). Auf diese Weise wird 

das Fluoreszenzpotential des Array deutlich erhöht. All diese Vorgänge erfolgen in einer 

dafür vorgesehen Waschstation (GeneChip Fluidics Station 450, Affymetrix). 

Nach erfolgreicher Färbung müssen die Arrays mit Array Holding Puffer (Tabelle 23) 

luftblasenfrei befüllt werden. Beim nun folgenden Scannvorgang wird die Fluoreszenz 

durch einen Argonlaser angeregt und die dabei vom Probenmaterial emittierte 

Fluoreszenzintensität gemessen (GeneChip Scanner 3000 7G, Affymetrix). 



MATERIAL UND METHODIK 

 

 18 

2.3 DURCHFÜHRUNG DER DNA-SEQUENZANALYSE 

 

Durch die Sequenzanalyse der 58 NF1-Exons und der 16 SUZ12-Exons können beide Gene 

auf Nukleotidebene untersucht werden. So ist es möglich, auch kleinste genomische 

Veränderungen (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 

durchgeführt. Es handelt sich hierbei um die an unserem Zentrum verfügbaren Proben 

von Patienten mit ursprünglicher ET-, PV oder MF, die in eine AML transformiert sind und 

die in der Tumorbank der Klinik für Innere Medizin III seit 2005 durch strukturiertes 

Biobank asserviert wurden und für molekulargenetische Analysen zur Verfügung stehen. 

Die Kohorte der 29 sAML-Patienten wurde bereits zu einem früheren Zeitpunkt mittels 

SNP-Array Analysen hinsichtlicher genomischer Aberrationen untersucht. Daher kann auf 

diese Daten im Rahmen dieser Arbeit zurückgegriffen werden. 

 

2.3.2 cDNA SYNTHESE 

Die cDNA ist die komplementäre, einzelsträngige 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 mögliche DNA Kontaminationen zu eliminieren. Dieser Reaktionsansatz 

wird für 2 Minuten bei 42°C inkubiert und danach sofort auf Eis überführt. Anschließend 

wird er mit einer reversen Transkriptase, dNTPs, einem Puffer sowie einem Primermix 

und/oder Hexameren mit zufälliger Basenabfolge (random hexamere) versehen (Tabelle 

24). Diese Hexamere dienen als unspezifische Primeräquivalente und sollen die cDNA-

Synthese beschleunigen und die Ausbeute erhöhen. 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 möglich, eine gewünschte Zielsequenz in DNA und cDNA zu 

amplifizieren und diese vervielfältigten Abschnitte weiteren Untersuchungen zuzuführen. 

Ausgangsmaterial für die PCR ist die zuvor gewonnene Patienten-DNA, die mit den 

restlichen für diese Reaktion benötigten Reagenzien versetzt wird: 

Einem Primerpaar (vorwärts und rückwärts), das an die 3´-Enden der Einzelstränge bindet 

und so den zu amplifizierenden Bereich vorgibt (die für die Sequenzierung für 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 schließlich einer Pufferlösung und 

MgCl2. 

Die Mastermixe für die Exons 2-58 des NF1-Gens sowie für die Exons 2-16 des SUZ12-

Gens sind den Tabellen 28 und 29 zu entnehmen. 

Für die Exons 1 der beiden Gene war auf Grund ihrer GC-reichen Sequenz ein anderer 

Mastermix nötig, der zusätzlich 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 Einzelstränge trennt. Dieser Vorgang ist essentiell, um im nächsten Schritt das 

Anbinden des jeweils für ein Exon spezifischen Primerpaares an das 3´-Ende der 

Einzelstränge zu ermöglichen (Annealing). Zuletzt folgt die Elongation durch die 

Polymerase, bei der, der durch die Primer eingegrenzte DNA-Abschnitt vervielfältigt wird. 

Nach 30 Zyklen liegen genug Kopien der Zielsequenz vor, sodass durch Abkühlen 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 1ml Patientenprobe jeweils 24ml des 

entsprechenden Mastermix gegeben werden. Als no template control (NTC) wird 

zusätzlich für 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 

Abhängigkeit ihrer jeweiligen Größe 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 für die Fragmente dient. Es werden jeweils 

5ml PCR-Produkt und 5ml Ladepuffer Orange G (eigene Herstellung) gemischt und in die 

Geltaschen pipettiert; mit der NTC wird ebenso verfahren und zur Größenanalyse des 

PCR-Produkts werden jeweils 5ml 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 für 40 Minuten. 

Nachdem das Gel in einer Färbelösung (1%, 10mg/ml, Roth) für 45 Minuten mit dem 

interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid gefärbt 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 können, müssen sie von 

ungebundenen Primerpaaren und überschüssigen Reagenzprodukten gereinigt werden, 

die die nachfolgenden Reaktionen beeinträchtigen würden. Dieser Schritt erfolgt mit Hilfe 

eines PCR Purifikation Kit (QIAvac 96-Kit, Qiagen), das zu diesem Zweck eine 

Vakuumpumpe und diverse Puffer enthält. 

Zunächst wird das PCR-Produkt auf eine spezielle 96-Well Top-Platte des QIAvac 96-Kit 

pipettiert und anschließend werden 100ml eines Bindepuffers (Buffer PB) hinzugefügt. 

Nach Anlage eines Vakuums für ca. 1 Minute wird die Lösung aus Bindepuffer und PCR-

Produkt vollständig durch einen sich am Boden der 96-Well Platte befindlichen Filter 

gezogen, an dem nun das gesamte Produkt gebunden ist. 

Im nächsten Schritt werden die PCR-Produkte durch Zugabe von 750ml eines 

Waschpuffers (Buffer PE) und 15-minütige Anlage eines Vakuums von den überschüssigen 

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 

gelöst. Dazu wird eine dem Kit beiliegende Auffangplatte unter die 96-Well Top-Platte 

verbracht, nachdem letztere mit 35ml des Buffer EB versetzt worden ist. Nach 

Zentrifugation für 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 Länge synthetisiert. Der Reaktionsansatz der CSR 

enthält neben dNTPs auch Didesoxyribonukleotide (ddNTP), die alle vier (ATP, TTP, GTP, 

CTP) mit einem unterschiedlichen, fluoreszierenden Farbstoff markiert sind. Diese ddNTPs 

führen 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 Länge 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 benötigten 

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 ςund Elongationsphase. Nach 35 Zyklen 

kann die Reaktion durch Abkühlen auf 4°C beendet werden (Tabelle 37). 

Die für die Sequenzierung der PCR-Produkte von NF1 verwendeten M13-Primer tragen 

eine Sequenz, die auch auf allen für die PCR verwendeten forward bzw. reverse Primern 

zu finden ist (Tabelle 38). So ist es möglich, 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 1ml PCR-Produkt jeweils 14ml des entsprechenden Mastermix 

gegeben werden. Die CSR erfolgt in einem Thermocycler (GeneAmp PCR System 2720, 

Applied Biosystems) und die CSR-Produkte werden anschließend lichtgeschützt 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. Dafür wird zunächst die 96-

Well Aufreinigungsplatte des Kit bei 2350Upm für 6 Minuten zentrifugiert (Multifuge 4KR, 

Heraeus). Beschleunigung und Bremse müssen hierbei auf die Stufen 7 bzw. 5 eingestellt 

werden, um die entstehende stationäre Phase in den einzelnen Gelsäulen nicht zu 

zerstören. Im Auffangbehälter 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 

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

Produkte sollten zügig weiterverarbeitet werden. 

 

2.3.8 SEQUENZIERUNG 

Bevor die Produkte mit Hilfe des 3500Dx-Sequencers (Applied Biosystems) sequenziert 

werden können, müssen sie mit Hi-Di Formamid (Applied Biosystems) auf ein 

Gesamtvolumen von 20ml gebracht werden. Hi-Di Formamid ist ein neutrales, 

ungeladenes Substrat und verbessert die beim Sequenzieren gewonnen Ergebnisse -vor 

allem in GC-reichen Regionen- durch Lösen der Wasserstoffbrückenbindungen 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 Festkörper-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 Kopienzahlveränderungen wird durch 946.000 auf dem Array 

abgebildete Oligonukleotide ermöglicht, die den jeweils komplementären 

Sequenzabschnitten der Patientenproben als Bindungsstellen dienen. Die emittierte 

Fluoreszenzintensität der erfolgreich gebundenen Patienten-DNA wird durch den Scanner 

ermittelt und lässt im Vergleich mit Daten einer Kontrollkohorte (siehe unten) 

Rückschlüsse auf die Kopienzahl (total copy number) der gebundenen Probe zu: Ein 

Verlust (Loss) imponiert dementsprechend als eine Verminderung der messbaren 

Signalintensität, bei einem Zugewinn (Gain) hingegen kann ein verstärktes 

Fluoreszenzsignal detektiert werden. 

 

Darüber hinaus können 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 Phänomen wird schon in der Kopienzahl-

Analyse detektiert. Zum anderen können 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 können. Zu diesem Zweck sind auf 

einem solchen Array die beiden möglichen Ausprägungsformen von 906.600 

Einzelnukleotidpolymorphismen als kurze Sequenzabschnitte abgebildet und nach Binden 

der fluoreszenzmarkierten Patienten-DNA ist es durch den Vergleich der beiden 

Intensitätswerte möglich, den Allelstatus eines SNP (AA, AB oder BB) zu bestimmen. Im 

Vergleich mit der "total copy number" können nun auch Regionen erkannt werden, in 

denen die Gesamtfluoreszenzintensität der Sequenz unverändert ist und lediglich die 

Allel-spezifische Intensität Auffälligkeiten zeigt. 
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Nach dem Einscannen der Arrays wird deren Qualität anhand der "Contrast quality 

control" (Contrast QC) ermittelt. Dabei wird durch eine Software (Genotyping Console, 

Affymetrix) ermittelt, inwieweit sich die SNP-Signale den drei möglichen Genotypen (AA, 

AB, BB) zuordnen lassen. Dazu werden die Kontrastunterschiede von homozygoten und 

heterozygoten Genotypen verglichen. Bei guten Ergebnissen sind diese Unterschiede 

deutlich ausgeprägt und entsprechen einer Contrast QC von >0,4, die bei allen für diese 

Arbeit durchgeführten 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 

Oberflächenmarker durch Zellseparation aus dem Pool der mononukleären 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 können die Chip-Daten mittels der Software Genotyping Console (Affymetrix) auf 

Kopienzahlveränderungen (copy number alterations, CNA) und LOH hin untersucht 

werden. Dieses Programm ermöglicht ein einfaches und sicheres Erkennen von 

Aberrationen: Die Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Proben werden auf der 

sogenannten Heatmap für jedes Chromosom dargestellt und eine CNA durch die 

abweichende Farbintensität der betroffenen Region sichtbar (Abbildung 2). 

 

Anschließend 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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Abbildung 2. Fluoreszenzintensitäten, 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 Signalintensität in diesem 
Bereich des Chromosoms. Damit zeigt Probe C eine "copy numer alteration" (CNA) im Sinne eines großen 
Zugewinns (Gain) in dieser Region. 

 

Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei UPDs um Kopienzahl-neutrale Veränderungen, 

die folgerichtig in der Heatmap nicht zu erkennen sind. In solchen Fällen ermöglicht die 

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

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

 

 

Abbildung 3. Darstellung einer uniparentalen Disomie (UPD) auf Chromosom 9 durch die Genotyping 
Console. Deutlich ist das für eine UPD charakteristische Muster aus unveränderter 
Fluoreszenzgesamtintensität (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 müssen 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 während der Sequenzierung detektierten Nukleotide in Form eines 

Elektropherogramms sichtbar gemacht werden (Abbildung 4). 

 

 

Abbildung 4. Elektropherogramm eines Sequenzabschnitts. Die vier Nukleotide werden durch 
verschiedenfarbige Peaks dargestellt (blau=Cytosin, grün=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 plötzlich erscheinende Doppelsequenz. 

Die so analysierten Proben werden anschließend mit Hilfe eines weiteren 

Computerprogramms ausgewertet (SeqMan, DNASTAR), das es ermöglicht, mehrere 

Proben untereinander im Sinne einer Konsensus-Analyse abzugleichen. Zudem kann ein 

Schwellenwert für Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP) festgelegt werden, der das 

Erkennen von heterozygoten Mutationen ermöglicht. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 SNP 6.0 ARRAYS 

 

Für die Microarray-Experimente wurden Proben von 87 MF-Patienten (PMF n=67, post-PV 

MF n=14, post-ET MF n=6) verwendet. Bei Durchführung dieser Experimente waren alle 

Patientenproben auswertbar, sodass die Daten aller 87 Patienten des SNP-Array 

Kollektivs bei der Präsentation der Ergebnisse berücksichtigt werden konnten. 

Zur Ermittlung der Position und der exakten Größe einer aberrierten Region wurde die 

Human Genome Browser Gateway Datenbank, Stand März 2006, NCBI36/hg18 verwendet 

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

 

Insgesamt konnten 83 Kopienzahlveränderungen (copy number alterations, CNAs) und 27 

uniparentale Disomien (UPDs) in 53/87 (60%) Patienten identifiziert werden. Die 

Verteilung dieser genomischen Veränderungen innerhalb des Kollektivs ist in Abbildung 5 

dargestellt. 

 

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

 

Im Folgenden werden die längerstreckigen CNAs, UPDs und kürzere 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 Größe (Mb) n Pat-ID 

Gain 1q12-q32.1 58,3 2 26;50 

Gain 1q21.2-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 11q14.3 45,7 1 11 

Gain 13q21.1-qter 54,9 1 55 

Trisomie 13 N/A 1 11 

Gain 15q14-qter 63 1 11 

Gain 15q23-q24.2 6,4 1 55 

Trisomie 16 N/A 1 33 

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

Gain 18q22.3-q23 1,1 1 14 

Gain 20p12.2 0,7 1 45 

Aberration Chromosom Größe (Mb) n Pat-ID 

Loss 3p14.1-p11.2 19,4 1 52 

Loss 4q23-q25 6,9 1 67 

Loss 4q24 0,8 1 19 

Loss 4q26-q27 6,4 1 67 

Loss 5q31.2 1,6 1 88 

Loss 5q11.2 0,3 1 6 

Loss 5q13.2-qter 107,9 1 55 

Loss 5q14.3-q31.3 48,9 1 95 

Loss 5q14.3-q33.2 68,4 1 90 

Loss 5q14.3-q34 78,6 1 92 

Loss 5q23.1-qter 61,5 1 6 

Loss 6p22.1-pter 28,7 1 12 

Loss 6q13-q14.3  15 1 20 

Monosomie 7 N/A 2 83;91 

Loss 7p12.1-p12.3 5,8 1 6 

Loss 7p12.1-pter 53 1 17 

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

Loss 7p22.1-p12.2 44,3 1 55 

Loss 7q22.1 0,8 1 6 

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

Aberration Chromosom Größe (Mb) n Pat-ID 

Loss 7q22.2-qter 53,4 1 6 

Loss 7q35-qter 13,2 1 17 

Loss 9q21.31-q22.31 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 12q24.31 1,2-1,8 3 56;81;85 

Loss 13q12.3-q21.2 27,4 1 73 

Loss 13q13.3-q21.1 16,6 1 55 

Loss 13q14.2-q14.3 2,9-3,3 2 22;42 

Loss 15q14 2,8 1 11 

Loss 15q21.3 0,6-1,1 2 56;70 

Loss 15q23 1,2 1 55 

Loss 15q24.2 0,5 1 55 

Loss 16q22.1 0,5 1 88 

Loss 16q23.2 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 0,4 1 6 

Loss 19q13.31 0,2 1 27 

Loss 20q13.13-q13.2 2 1 88 

Loss 20q11.21-q13.12 14 2 35;41 

Loss 20q11.21-q13.2 19,5-21,1 4 5;59;81;91 

Loss 20q11.21-q13.31 25,1 1 19 

Loss 21q22.12 1,4 1 35 

Loss Xp11.4 1,8 1 18 

 

Bei 26 dieser Veränderungen 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 

1q21.2-qter (n=1: ID 12), zum anderen ein rekurrenter 58,3 Mb großer Zugewinn in 1q12-

q32.1, 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 häufigsten 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 Fällen vorlag (n=4: ID 31, 33, 41 und 52). Für 

Chromosom 13 waren zwei chromosomale Zugewinne zu beschreiben: Neben einem 54,9 

Mb großen Gain 13q21.1-qter (n=1: ID 55) konnte eine Trisomie 13 für ID 11 (n=1) 

identifiziert werden. Ebenfalls zwei Gains sind auf Chromosom 15 detektiert worden: 

Gain 15q14-qter mit 63 Mb (n=1: ID 11) sowie der 6,4 Mb messende Gain 15q23-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 18q22.3-q23 (n=1: ID 14) zwei Zugewinne auf. 

Zusammenfassend waren somit Trisomie 8, Trisomie 9 und Zugewinn auf Chromosom 1q 

die häufigsten großen genomischen Gains in der untersuchten MF-Kohorte. Die weiteren 

Fälle von genomischen Zugewinnen >5 Mb können 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 großen genomischen Verluste (>5 Mb) getrennt von den kleineren Verlusten 

dargestellt: 

Chromosom 4 enthielt mit Verlust von 4q23-q25 (6,9 Mb, n=1) und dem 6,4 Mb 

messenden Verlust von 4q26-q27 (n=1) zwei Verluste >5 Mb, die beide bei ID 67 

identifiziert wurden. Fünf große Verluste wurden auf Chromosom 5 detektiert: Loss 

5q13.2-qter (107,9 Mb, n=1: ID 55), Loss 5q14.3-q31.3 (48,9Mb, n=1: ID 95), der 68,4 Mb 

messende Loss 5q14.3-q33.2 (n=1: ID 90), Loss 5q14.3-q34 (78,6 Mb, n=1: ID 92) und der 

61,5 Mb große Loss 5q23.1-qter (n=1: ID 6). Chromosom 6 wies mit Loss 6p22.1-pter (28,7 

Mb, n=1: ID 12) und Loss 6q13-q14.3 (1 5 Mb, n=1: ID 20) zwei große 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 große Loss 7q22.2-qter (n=1: ID 6) und Loss 7q35-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-

q21.1 (16,6 Mb, n=1: ID 55) waren insgesamt zwei große genomische Verluste auf 

Chromosom 13 zu finden. Drei Verluste >5 Mb konnten für Chromosom 20 beschrieben 

werden: Der 14 Mb messende Loss 20q11.21-q13.12 (n=2: ID 35, 41), Loss 20q11.21-

q13.2 (19,5-21,1 Mb, n=4: ID 5, 59, 81, 91) und der 25,1 Mb große Loss 20q11.21-q13.31 

(n=1: ID 19). 

Am häufigsten 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 größeren genomischen Verlusten in dem Studienkollektiv betroffen. Die 

übrigen Veränderungen können Tabelle 39 entnommen werden. 
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Pathogenetisch besonders informative Kopienzahl-Veränderungen sind Aberrationen <5 

Mb, die durch zytogenetische Untersuchungen nicht zu identifizieren sind: Diese 

Regionen sind klein genug, um Kandidatengene zu detektieren; Regionen mit einer Größe 

von >5 Mb dagegen beinhalten in der Regel eine sehr große 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 Veränderungen 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 ließ sich eine 0,8 Mb messende 4q24 Deletion (n=1: ID 19) erkennen, 

die die Gene TET2, PPA2 und FLJ20184 enthält. Mit dem 0,3 Mb großen Verlust in 5q11.2 

(n=1: ID 6), der die Gene ARL15, HSPB3 sowie SNX18 enthält, und der 1,6 Mb messenden 

5q31.2 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 7q22.1 (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 zusätzlich zur erstgenannten Aberration die Gene 

GRIN2B und ATF7IP enthält. Des Weiteren war auf dem langen Arm von Chromosom 12 

die rekurrente Mikrodeletion Loss 12q24.31 (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 13q14.2-14.3 (2,9-3,3 Mb, n=2: ID 22, ID 42) eine rekurrente 

Aberration auf, die u.a. die Gene SETDB2, ARL11 und TRIM13 enthält. Auf Chromosom 15 

waren folgende genomische Verluste <5 Mb zu identifizieren: Loss 15q23 (1,2 Mb, n=1: ID 

55) mit den Genen PIAS1, CALML4, CLN6, ITGA11, CORO2B, ANP32A und NOX5, Loss 

15q24.2 (0,5 Mb, n=1: ID 55) mit den Genen PTPN9, SNUPN, CSPG4 und UBE2Q2 sowie 
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der rekurrente Loss 15q21.3 (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 

16q23.2 (0,3 Mb, n=1: ID 16) mit dem CMIP-Gen war eine 0,5 Mb messende 16q22.1 

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 enthält. 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 18q12.1 (0,4 Mb, n=1: ID 6) 

mit den Genen TTR, B4GALT6 und TRAPPC8. Chromosom 19 trug mit Loss 19q13.31 (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 20q13.13-q13.2 (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 21q22.12 (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 MPC1L enthält.  
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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 Größe (Mb) n Pat-ID 

Loss 4q24 0,8 1 19 

Loss 5q31.2 1,6 2 88 

Loss 5q11.2 0,3 1 6 

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

Loss 7q22.1 0,8 1 6 

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

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

Loss 12q24.31 1,2-1,8 3 56;81;85 

Loss 13q14.2-q14.3 2,9-3,3 2 22; 42 

Loss 15q14 2,8 1 11 

Loss 15q21.3 0,6-1,1 2 56;70 

Loss 15q23 1,2 1 55 

Loss 15q24.2 0,5 1 55 

Loss 16q22.1 0,5 1 88 

Loss 16q23.2 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 0,4 1 6 

Loss 19q13.31 0,3 1 27 

Loss 20q13.13-q13.2 2 1 88 

Loss 21q22.12 1,4 1 35 

Loss Xp11.4 1,8 1 18 

3.1.2 DIE REGION 17Q11.2 

Neben der bereits oben erwähnten Deletion auf dem p-Arm von Chromosom 17 konnten 

auch auf dem langen Arm dieses Chromosoms Aberrationen gefunden werden: 

Mit dem Loss 17q11.2 (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 
vergrößert dargestellt, um die in dieser Deletion enthaltenen Gene aufzuzeigen, zu denen auch NF1 und 
SUZ12 gehören (Log2Ratio = Fluoreszenzgesamtintensität). 

 

3.1.3 HETEROZYGOTIEVERLUST-ANALYSE (UPD) 

Bei der Untersuchung des MF-Kollektivs auf Heterozygotieverluste ohne DNA-Verlust sind 

nur solche UPDs bei der Datenanalyse berücksichtigt worden, die mindestens ein 

terminales Ende des jeweils betroffenen Chromosoms einschließen, da aktuelle 

Studienergebnisse zeigen, dass es sich bei den interstitiellen UPDs in den meisten Fällen 

nicht um klonale Aberrationen handelt (Jankowska et al. 2009). Zur sicheren Verifizierung 

solcher interstitiellen UPDs müssten zusätzlich Analysen aus Keimbahnmaterial bei den 

betroffenen Patienten erfolgen; diese wurden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht 

durchgeführt. 
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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 Größe (Mb) n Pat-ID 

UPD 1p 55,4-120 3 10;32;75 

UPD 3q11.2-qter 104,5 1 54 

UPD 4q13.3-qter 115,8 1 91 

UPD 4q13.1-qter 131 1 51 

UPD 7q22.1-qter 58,9-59,1 2 27;34 

UPD 8q22.1-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 12q15-qter 66,6 1 70 

UPD 14q24.3-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 

4q13.3-qter (115,8 Mb, n=1: ID 91) war auch Chromosom 4 von zwei sehr großen 

Aberrationen betroffen, die u.a. auf 4q24 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 Größe 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, ID 12, ID 15, ID 33, ID 42, ID 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 außerdem 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: ID 40, ID 88), die u.a. das CBL-Gen einschließen. 
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3.2 NF1-SEQUENZANALYSE 

 

Im nächsten Schritt dieser Dissertation wurde aufbauend auf den Ergebnissen der 

Mikroarray-Experimente die Sequenzanalyse potentieller Kandidatengene durchgeführt, 

um die pathogenetische Relevanz dieser Gene einschätzen zu können. Im Kollektiv der 87 

MF-tŀǘƛŜƴǘŜƴΣ ŘƛŜ ƳƛǘǘŜƭǎ ŘŜǊ {bt сΦл !ǊǊŀȅǎ ǳƴǘŜǊǎǳŎƘǘ ǿǳǊŘŜƴΣ ƪƻƴƴǘŜ ŜƛƴŜ αŎƻƳƳƻƴƭȅ 

deleted reƎƛƻƴά ό/5wύ ŀǳŦ /ƘǊƻƳƻǎƻƳ мтǉммΦн ƛŘŜƴǘƛŦƛȊƛŜǊǘ ǿŜǊŘŜƴΣ ŘŜǊŜƴ ƪƭŜƛƴǎǘŜ 

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. Außerdem legen frühe Daten unserer Arbeitsgruppe nahe, dass 

Patienten, die eine Mutation im NF1-Gen tragen, im Verlauf sehr rasch in eine sAML 

transformieren (Stegelmann et al. 2010). 

Um die Frage nach der Relevanz einer NF1-Mutation für die leukämische Transformation 

beantworten zu können, wurde die Sequenzanalyse des NF1-Gens an einer Kohorte von 

sAML-Patienten aus ET, PV oder MF durchgeführt; sollte NF1 ein entscheidender Faktor 

für die Transformation in eine AML sein, wäre 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 

Aminosäureaustausch von Asparagin (Asn) zu Asparaginsäure (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 anschließende 

Sequenzierung der Keimbahn-Probe zeigte eine WT-Sequenz für 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 mögliche Auswirkungen dieser Substitution auf die Proteinfunktion einschätzen zu 

können, wurde sie diesbezüglich mittels des SIFT-Algorithmus analysiert 

(http://sift.jcvi.org). Dieser bioinformatische Algorithmus nutzt u.a. Sequenz-Homologien, 

um zu berechnen, welchen Effekt eine Aminosäuresubstitution 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 für 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 Aminosäureaustausch zur Folge hat, 

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

 

 

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 Aminosäureaustausch von Asparagin zu Asparaginsäure 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 Bestätigung 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 Aminosäureaustausch zur Folge hat. Daher wurde auf die 
Untersuchung von Keimbahnmaterial in diesem Fall verzichtet. Daneben ist ebenfalls die WT-Sequenz 
dieser Region dargestellt. 

 

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

stellige Insertion "ACAAAGGTTTTTATAAGTTCTGTGGA" nachgewiesen werden. Der 


