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1. Einleitung

1.1 Myeloproliferative Neoplasien (MPN)

Myeloproliferative Neoplasien sind klonale Erkrankungen der hamatopoetischen
Stammzellen. Sie sind durch die Proliferation einer oder mehrerer myeloischer Linien
charakterisiert und treten vor allem in der finften bis siebten Lebensdekade auf. Allen
Erkrankungen dieser Gruppe gemein ist das Potential zu einer schrittweise Progression,
die in Knochenmarksversagen durch Myelofibrose, ineffektiver Hamatopoese oder
Transformation in eine akute Blastenphase terminieren kann.' lhre Inzidenz betragt
insgesamt 6-10/100 000 pro Jahr. Die Gruppe der myeloproliferativen Erkrankungen
umfasst unter anderem die chronische myeloische Leukamie®?, die Polyzythamia vera®,

die Osteomyelofibrose® und die essentielle Thrombozythamie® (siehe auch Abbildung

1).

MPD Activating
mutation
Mast ——p Systemic KITD8I6V
cell mastocytosis FIPILI-PDGFRA
Red ——» Polycythaemia JAK2VEI7F
blood cells vera JAK2 Exon 12
Platelets ———s Essential JAK2VEI7F
thrombo- MPLWSISL/K
P cythaemia
O "\ Eosinophils—— Chronic FIPILI-PDGFRA
o m— eosinophilic
HSC Myeloid leukemia
progenitor
Neutrophils Chronic myeloid ~ BCR-ABL
leukaemi
Nef et TEL-PDGFRB
Chronic BCR-PDGFRA

myelomonocytic  TEL—JAK?

P / leukaemia other fusion TKs
- Primary JAK2VEITF
(Q/) Monocytes myelofibrosis MPLWS5ISL/K

Abbildung 1. Ubersicht iiber die myeloische Zelllinien, die entsprechenden myeloproliferativen
Neoplasien und assoziierte Tyrosinkinasemutationen (aus: Levine et al., 20077).

William Dameshek schlug 1951 vor, diese Gruppe morphologisch und klinisch

verwandter aber nicht identischer Erkrankungen zusammenzufassen, und vermutete:
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LIt is possible that these various conditions — ,myeloproliferative disorders“— are all
somewhat variable manifestations of proliferative activity of the bone marrow cells,

maybe due to a hitherto undiscovered stimulus.“®

Dieser postulierte proliferative Stimulus sind klonale Veranderungen, die Gene

betreffen, welche zytoplasmatische oder Rezeptor-Tyrosinkinasen kodieren.

1.2 Tyrosinkinase-Mutationen in myeloproliferativen Neoplasien

1.2.1 BCR-ABL in der chronischen myeloischen Leukdmie

Fur alle Erkrankungen aus der Gruppe der MPN wurden klonale Veranderungen von
Rezeptortyrosinkinasen beschrieben. Dies begann mit der Charakterisierung des
Fusionsproteins BCR-ABL, einer konstitutiv aktivierten Tyrosinkinase, in der
chronischen myeloischen Leukamie (CML): Die charakteristische zytogenetische
Auffilligkeit der CML, das Philadelphia-Chromosom (Ph)°, entsteht durch die
Translokation t(9;22)(q34;q11)"°, wodurch aus dem 5'-Ende des Gens BCR (breakpoint
cluster region) auf Chromosom 22'" und dem 3’-Ende von ABL1 auf Chromosom 9"
das Fusionsgen BCR-ABL entsteht. Den Beweis fur die kausale Rolle dieses
Fusionsgens und des zugehorigen Fusionsproteins in der CML erbrachten BCR-ABL
transgene Mause, die Leukdmie entwickelten™ und die Induktion von MPN in Mausen
durch Implantation von retroviral BCR-ABL-transfizierten murinen

Knochenmarkszellen.™

Die klinische Signifikanz dieser Entdeckungen liegt in der Entwicklung spezifischer
Tyrosinkinasehemmer zur Therapie der CML und der molekularen Quantifizierung der
ber-abl-Last zur Therapieuberwachung. Die Sicherheit und Wirksamkeit von Imatinib
konnte erstmals 2001 im Rahmen einer Phase | — Studie gezeigt werden.' Inzwischen
stehen neben Imatinib weitere Tyrosinkinasehemmer (Nilotinib, Dasatinib) fur die
Therapie der CML zur Verfligung (fir eine aktuelle Ubersicht zu Behandlung und

Monitoring siehe v. Bubnoff & Duyster)."®

1.2.2 JAK2-Mutationen in MPN

Die drei haufigsten Ph-negativen MPN sind die Polyzythamia vera (PV), die

Essentielle Thrombozythamie (ET) und die Primare Myelofibrose (OMF). Nachdem
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1974 gezeigt werden konnte, dass erythroide Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
von Patienten mit PV in der Abwesenheit von Erythropoietin wachsen kénnen'’, wurde
als Ursache dieses Effekts 2005 durch verschiedene Arbeitsgruppen eine konstitutiv
aktivierende Punktmutation (V617F) der Janus-Kinase 2 (JAK2) identifiziert."®%' JAK2
ist eine intrazellulare Tyrosinkinase, die an Zytokinrezeptoren (unter anderem fur
Erythropoietin, Thrombopoietin, Granulocyte-Colony Stimulating Factor und Interleukin-
3) bindet und als Reaktion auf eine Interaktion des Rezeptors mit dem passenden
Liganden intrazellulare Signaltransduktionskaskaden durch Phosphorylierung aktiviert

(sieche auch die Ubersicht von Sandberg et al*?

). Aktivierung dieser Signalkaskaden
resultiert — abhangig von Rezeptor und Ligand - in der Differenzierung

hamatopoetischer Vorlduferzellen (siehe Abbildung 2, Campbell & Green?).

Wild-type JAK2 Wild-type JAK2 JAK2 with V617F mutation
without erythropoietin with erythropoietin without erythropoietin

\

RAS-MAPK

1 /N /|

No signal STAT RAS-MAPK STAT
PI3K PI3K

Abbildung 2. Schematische Darstellung der physiologischen und pathologischen Signaltransduktion
liber einen Zytokinrezeptor (hier des Erythropoietinrezeptors [EPOR]) und die intrazelluldre Janus-Kinase
2 (JAK2) (aus Campbell & Green, 2006)23: Links und in der Mitte die physiologische Situation: Erst die
Interaktion des Liganden (Mitte, hier Erythropoietin [EPQO]) mit dem Rezeptor fiihrt zur einer
Konformationsédnderung des Rezeptors, der Phosphorylierung von JAK2 und der Aktivierung
intrazellulérer Signalkaskaden (hier STAT, PI3K und RAS-MAPK). Im Falle der Mutation JAK2V617F
(rechts) sind die Signalkaskaden konstitutiv, das heif3t, auch in der Abwesenheit einer Interaktion von
Ligand und Rezeptor aktiviert.

Die Mutation V617F inaktiviert die Pseudokinasedomane, welche wiederum die
Kinasedomane negativ reguliert, was in der Summe zu konstitutiver Aktivierung von
JAK2 und damit zu Zytokin-Hypersensitivitait und Erythrozytose fiihrt.' JAK2™"

|24

Knockout-Mause sind aufgrund fehlender Erythropoese embryonal letal®, was die
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Bedeutung von JAK2 flr die Erythropoese eindrucksvoll unterstreicht. Allerdings legten
mehrere Beobachtungen nahe, dass JAK2-Mutationen nicht allein fur die bei BCR/ABL-
negativen MPN auftretenden Erkrankungsphanotypen verantwortlich sein konnten.
Neben der Vielzahl von Phanotypen (PV, ET, MPN), waren dies insbesondere
Klonalitatsanalysen, welche nahelegten, dass es sich bei der JAK2-Mutation um ein
sekundéres genetisches Ereignis handelt**?, sowie die Beobachtung von JAK2V617F-
negativer sekundarer akuter myeloischer Leukédmie (SAML), welche aus JAK2V617F-

positiven MPN hervorgegangen war.?’

1.3 TET2 (4q24) - Mutationen in myeloproliferativen Neoplasien

1.3.1 Ten-Eleven Translocation (TET)

Bereits im Jahr 2002 hatten zwei unabhangige Arbeitsgruppen TET1 als
Fusionspartner von MLL bei Patienten mit AML mit der Translokation t(10;11)(q22;923)
identifiziert.?®?° Ausgehend von dem bereits bekannten Translokationspartner MLL
wandten beide Gruppen PCR-Methoden an, die durch enzymatischen Verdau, Ligation
und Denaturierung der Nukleinsaure Uber den Zwischenschritt eines monomeren
zirkularen cDNA-Fragments die Amplifikation einer angrenzenden, aber unbekannten
cDNA-Sequenz erméglichen. Ono et al.?®
AML M2 mit trilinearer Dysplasie das Verfahren der Panhandle-PCR (erstmals 1992
beschrieben®® und bereits zuvor zur Identifikation von MLL-Translokationspartnern
genutzt®") und identifizierten aus einer cDNA-Bibliothek TET1 unter dem Namen LCX

(leukaemia-associated protein with a CXXC domain). Aufgrund der Zink-bindenden

nutzten bei einem 67-jahrigen Patienten mit

CXXC-Domane des Proteins spekulierten die Autoren bereits Uber dessen mogliche
Rolle bei der Unterscheidung zwischen methylierter und unmethylierter DNA. Lorsbach
et al.?® verwendeten bei einem 8-jahrigen Jungen mit AML das Verfahren der long-
distance, inverse PCR*3®  beschrieben ebenfalls dieses Gen und benannten es nach
der Translokation von Chromosom 10 zu Chromosom 11 TET1. Darlber hinaus
identifizierten sie im Rahmen einer Datenbankanalyse TET2 und TET3, welche zwei
stark konservierte Regionen gemeinsam haben, als weitere Mitglieder dieser neuen
Proteinfamilie und charakterisierten die Expression der drei Gene in adultem und
fotalem humanem Gewebe, wobei nur fur TET2 eine Expression im Knochenmark

nachgewiesen werden konnte.

10 von 63



1.3.2 TET2-Mutationen in MPN

TET2 erfuhr erneute Aufmerksamkeit, als Delhommeau et al.** ein gemeinsames
frihes genetisches Ereignis bei MDS, MPN und AML vermuteten und bei je drei
Patienten mit AML und MDS eine Deletion auf Chromosom 4924 identifizierten, welche
nur ein einziges Gen, namlich TET2, betraf. Des Weiteren konnten die Autoren mittels
komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) und SNP-arrays bei zwei Patienten
mit JAK2V617F-positiven MPN einen Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity
— LOH) von Chromosom 4q24 nachweisen. Im Rahmen der Sequenzierung von TET2
in einem Kollektiv von 309 Patienten mit diversen myeloischen Neoplasien zeigten sich

schliel3lich bei 46 Patienten (15%) somatische, meist trunkierende Mutationen.

Tabelle 1. Prdvalenz von TET2-Mutationen in verschiedenen myeloischen Neoplasien.

MDS MDS/ MPN MPN AML sAML CMML Systemische CML
MPN (JAK2V617F (JAK2V617F Mastozytose
positiv) negativ)
Delhommeau et 15/81 n.u. 21/181 2/11 n.u. 5/21 2/9 n.u. n.u.
al, 19% 11% 18% 24% 22%
NEJM 2009**
Jankowska et al, 2/14 11/30 1/5 n.u. n.u. 6/14 6/17 n.u. n.u.
Blood 2009 14%  37% 20% (MDS/MPN)  35%
0/7
(MDS)

Langemeijer et 27/102 n.u. n.u. n.u. 6/32 n.u. n.u. n.u. n.u.
al, 26% 19%
Nature Genetics,
2009*°
Abdel-Wahab et n.u. n.u. 27/354 12/119 n.u. 29/69 n.u. n.u.
al, 8% 10% 42%
Blood, 2009%
Kosmider et al, n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 44/88 n.u. n.u.
Haematologica, 50%
2009%
Tefferi et al, n.u. n.u. 32/239 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
Leukemia, 2009 13%
Tefferi et al, n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 12/42 n.u.
Leukemia, 2009 29%
Makishima et al, n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 6/54
Blood, 2011*' 11%
Roche-Lestienne n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 2/91
et al, Leukemia, 2%
2011%

n.u.: nicht untersucht

Delhommeau et al. schlossen aus ihren Beobachtungen auf eine Rolle von TET2 als
Tumor-Suppressor-Gen in myeloischen Neoplasien. In weiteren Experimenten wiesen
sie daruber hinaus TET2-Mutationen in CD34+ hamatopoetischen Stammzellen der
Patienten nach. Im Rahmen klonaler Analysen unreifer Progenitorzellen konnten sie bei
Patienten, die sowohl eine TET2-Mutation als auch die JAK2V617F-Mutation
aufwiesen, letztere Mutation niemals vor dem Auftreten der ersteren nachweisen.
SchlieBlich transplantierten sie CD34+ Zellen von funf Patienten mit JAK2V617F-
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positiver MPN mit oder ohne TET2-Mutationen in NOD-SCID Mause und zeigten, dass
nur Zellen mit TET2-Mutationen eine langfristige hamatopoetische Rekonstitution
erreichten. Im Anschluss konnten TET2-Mutationen auch in einer Reihe anderer
myeloischer Erkrankungen nachgewiesen werden. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der
Pravalenz von TET2-Mutationen in myeloischen Neoplasien. Daruber hinaus wiesen
Quivoron et al. 2011 nach, dass TET2-Mutationen auch in lymphatischen Neoplasien
(sowohl in B- als auch in T-Zell-Lymphomen) auftreten.*®

1.3.3 TET2 katalysiert DNA-Demethylierung und steuert die epigenetische

Regulation

Die Funktion der Proteine der TET-Familie war lange unbekannt. Zunachst konnte
2009 gezeigt werden, dass humanes TET1 die Konversion von 5-Methylcytosin (5mC)
zu 5-Hydroxymethylcytosin (hmC) in Sauger-DNA in Zellkulturen und in vitro katalysiert,
was eine Rolle im Rahmen der epigenetischen Expressionskontrolle nahelegte.44 Eine
entsprechende Aktivitat konnte auch fur alle drei murinen Homologen der TET-Familie
nachgewiesen werden.*® Dariiber hinaus zeigte die Gruppe um Ito eine Rolle von TET1
bei der Selbst-Erneuerung von murinen embryonalen Stammzellen (ES).** SchlieRlich
konnten Ko et al. die Konversion von 5mC zu hmC durch humanes TET2 in Zellkulturen
nachweisen.*® Diese katalytische Aktivitat wurde durch die in myeloischen Neoplasien
auftretenden TET2-Mutationen eingeschrinkt. Genetische Maus-Modelle (TET2")
hatten eine gestorte Hamatopoese, einen kompetitiven Wachstumsvorteil der
hamatopoetischen Vorlauferzellen sowie eine Neigung zu hamatologischen

Neoplasien.***’

Im Jahr 2011 schlieBlich konnte in vitro und in Zellkulturmodellen demonstriert
werden, dass die Proteine der TET-Familie auch die weitere Oxidierung von 5hmC zu
5-Formylcytosin und 5-Carboxylcytosin katalysieren kénnen**°, und dass diese
Reaktionsprodukte der Thymin-DNA-Glykosylase (TDG) durch Basenexzisionsreparatur
aus der DNA entfernt werden kdnnen®®. Damit konnte erstmals ein mechanistisches
Modell fiir die Demethylierung von DNA etabliert werden.®' Einige (aber nicht alle)
klinische Studien zeigen auch eine prognostische Relevanz des TET2-Mutationsstatus

bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie.**
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass TET2 in DNA die Oxidation von 5mC
katalysiert, was zu einer DNA-Demethylierung fuhrt. Die Methylierung von Cytosin in
DNA ist eine evolutionar konservierte Moglichkeit zur epigenetischer Regulierung in
Eukaryoten, die zum Silencing, d.h. zur Unterdrickung der Expression des betroffenen
Genes fithrt (Ubersicht von Law & Jacobsen®!). Genetische Tiermodelle, funktionelle
Daten aus Zellkultur-Experimenten, und klinische Daten zur Inzidenz von TET2-
Mutationen in hamatologischen Neoplasien und zur Prognose bei der AML
unterstreichen die wichtige Rolle von TET2 in der normalen wie auch der

pathologischen Hamatopoese sowie bei der Entwicklung myeloischer Neoplasien.

1.3.4 TET2: Exons und Doméanen

TET2%°° verfiigt Uiber (mindestens) 11 Exons und aufgrund alternativen SpleiRens
uber multiple mRNA Isoformen (siehe Abbildung 3A flr eine schematische
Exonstruktur). Auf der Website Ensembl.org® findet sich ein Uberblick mit aktuell 12
mRNA-Isoformen (Stand 21.11.2011). Die bisher publizierten Daten zu TET2-
Mutationen beziehen sich auf TET2 mRNA variant 1°"*® (6009bp kodierende RNA) und

das resultierende Protein TET2 isoform a (2002 aa)>>°.

Pathologische TET2-Mutationen lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Missense

und nonsense Mutationen finden sich innerhalb der zwischen TET1, TET2 und TET3

29,34
(

sowie Homologen in anderen Spezies konservierten Domanen homeobox 1 und 2,

siehe Abbildung 3B). Dagegen sind frameshift-Mutationen Uber den gesamten open

reading frame hinweg verteilt.>*°
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3 /456 78 9101

NH, COOH

Conserved homeobox 1 Conserved homeobox 2
a.1133-a.1444 a.1842-a.1921
¢.3399-c.4332 ¢.5526—c.5763

Abbildung 3. A: Schematische Exonstruktur des Gens TET2 (nicht mal3stabsgetreu, Pfeil und Strich
zeigen Start- und Stopcodon der TET2 mRNA variant 1 an). B: Schematische Doménenstruktur des
Proteins TET2 isoform a, (nach Jankowska et al, 200935). Von TET1-TET3 konservierte Doménen sind
als homeoboxes 1 und 2 markiert (nicht mal3stabsgetreu); gestrichelte Linien zeigen an, auf welchen
Exons die homeoboxes kodiert werden.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer schnellen und
kostengunstigen Methode zur TET2-Mutationsanalyse fur die klinische Praxis. Da sich
frameshift-Mutationen, die zu einem Funktionsverlust des Proteins fuhren kénnen, uber
die gesamte Lange von 6009 bp auf 8 Exons (teils nur 100 bp lang) verteilen kdnnen,
entschied ich mich zur Sequenzierung von cDNA, um die zu sequenzierenden
Fragmente unabhangig von der Exonlange und damit 6konomischer einteilen zu

konnen.

Nach der Etablierung der Methode anhand von AML-Zellkulturen war die TET2-
Mutationsanalyse aus dem Knochenmark von BCR/ABL-positiven Patienten (2010
waren TET2-Mutationen in der CML noch nicht untersucht worden) sowie von
JAK2VF617F-positiven Patienten geplant. Da in einem Knochenmarksaspirat neben
dem malignen Klon auch somatische Zellen und damit somatische DNAs vorliegen und
die Sensitivitdt der Kettenabbruchsequenzierung zur Mutationsdetektion abnimmt, je
mehr somatische DNA in einer untersuchten Probe vorhanden ist, erfolgte die Auswahl
von in der JAK2V617F-Schmelzkurvenanalyse hochpositiven Proben unter der

Annahme, dass in diesen Proben der Anteil des JAK2-mutierten Klons relativ zum
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somatischen Hintergrund hoch ist. Zum Vergleich wurden auch Proben mit einem

niedrigpositiven Ergebnis der JAK2V617F-Schmelzkurvenanalyse untersucht.

Im Rahmen der Mutationsanalyse fiel unerwartetes alternatives SpleiRen von TET2
auf. Dadurch erweiterte sich die Zielsetzung um die Charakterisierung dieser

Spleilvarianten.
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2. Material und Methoden

2.1 Zelllinien

Die humanen Zelllinien (Tabelle 2) sind in der Arbeitsgruppe etabliert. Weitere
Informationen zu den einzelnen Zelllinien finden sich auf der Website der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH®" und fiir die Zelllinie HT93 bei

Kishi et al.®?

Tabelle 2. Verwendete humane Zelllinien. Neben AML- und CML-Zelllinien wurden auch MOLM-20
(Chronische neutrophile Leukdmie) und U-937 (Hystiozytisches Lymphom) untersucht (hier unter
~Andere” zusammengefasst).

AML CML Andere
EOL-1 K-562 MOLM-20
HEL KCL-22 U-937
HL-60 KU-812
HT93 LAMA-87

Kasumi-1
KG-1
MOLM-13
MV4-11
NB-4
OCI-AML2
OCI-AML3
PL-21

2.2 Patienten

Knochenmarksaspirate von Patienten unserer Klinik waren nach Aufklarung und
Einwilligung der Patienten zur tumorgenetischen Untersuchung in unser Labor

Ubersandt worden. Zellpellets wurden nach Zentrifugation bei -80°C gelagert.

2.2.1 BCR/ABL Gruppe

Insgesamt wurde Knochenmark von 10 Patienten mit per Polymerasekettenreaktion
nachgewiesener Translokation BCR/ABL®® auf TET2-Mutationen untersucht (Tabelle 3).
Die Proben wurden auf eine hohe BCR/ABL-Positivitat selektiert, um die Detektion von
Mutationen durch Sequenzierung vor einem somatischen Hintergrund zu vereinfachen.

Das mediane Alter der Patienten betrug 41 Jahre (28 bis 79) und acht von zehn
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Patienten waren mannlich. Sieben Patienten befanden sich in der chronischen Phase
der CML, zwei in der akzelerierten Phase und nur bei einem der Patienten in der
Blastenphase (C3) handelte es sich nicht um die Probe bei Erstdiagnose. Die M-Bcr-
Abl-Expression der Patienten, gemessen durch RT-PCR und ausgedrtckt in Prozent
des Mittelwertes eines Kollektivs von Patienten bei Erstdiagnose, reichte von 59% bis
493%, bei einem Mittelwert von 180%.

Tabelle 3. Patientencharakteristika der BCR/ABL-Gruppe. CP: chronische Phase; AP: akzelerierte

Phase; BP: Blastenphase. M-Bcr-Abl RT-PCR in % des Mittelwerts eines Kollektivs von Patienten bei
Erstdiagnose.

Atter  Geschlecht MI;’ithneossee" Phase M-Ber-Abl %

c1 39 m 0 cP 59
c2 28 m 0 cP 60

c3 79 m 142 BP 493
c4 6 m 0 cP 271
cs 38 m 0 cP 154
c6 49 m 0 AP 105
c7 69 w 0 AP 248
c8 34 w 0 cP 218
co 42 m 0 cP 61

c10 35 m 0 cP 136

2.2.2 JAK2-Gruppe

Dartber hinaus wurde auch Knochenmark von 34 Patienten mit per
Schmelzkurvenanalyse nachgewiesener Mutation JAK2V617F%* (siehe auch Abbildung
4) und damit einer nachgewiesenen MPN untersucht. Diese Proben wurden, basierend
auf einer visuellen Einschatzung der Schmelzkurven, zum einen Teil auf eine
besonders hohe JAK2V617F Positivitat (JAK2H, 24/34, Tabelle 4) und zum Vergleich
auf eine besonders niedrige Positivitat selektiert (JAK2L, 10/34, Tabelle 5). Ziel war es,

die Sequenzierung vor einem somatischen Hintergrund zu vereinfachen.

Das mediane Alter der Patienten betrug 64 Jahre (28 bis 89, Tabelle 4) in der
JAK2H-Gruppe und 67 (35 bis 72, Tabelle 5) in der JAK2L-Gruppe. 17/24 bzw. 4/10
Patienten waren mannlich. Die Zeit seit Diagnosestellung betrug im Median 4 (0 bis
174) bzw. 0 (0 bis 148) Monate.
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Abbildung 4. Repréasentatives Beispiel fiir das Ergebnis einer Schmelzkurvenanalyse zur Detektion der
Mutation JAK2V617F (aus: McClure et al., 200664). Proben mit einem Verlauf nahe der als ,mutated DNA
only“ markierten Kurve wurden als hochpositiv eingeordnet, solche mit einem Verlauf zwischen
Negativkontrolle (,wild-type DNA only*) und ,mixed wild-type and mutated DNA* als niedrigpositiv.

Tabelle 4. Patientencharakteristika der JAK2-Gruppe (hochpositiv).

Alter m/w M;i;;tr:eoss:it Diagnose
H1 48 w 174 PV
H2 84 w 0 PV
H3 55 m 0 OMF
H4 62 w 0 PV
H5 60 m 108 OMF aus PV
Hé 80 m 22 MPN
H7 64 w
H8 71 w MPN
H9 34 m PV
H10 28 m 4 OMF
H11 68 w PV
H12 64 m 132 PV
H13 47 m 0 ET
H14 66 m 0 ET
H15 45 m PV
H16 66 m 120 PV
H17 54 m 76 sAML aus MPN
H18 82 m PV
H19 65 m PV
H20 89 m 0 MPN
H21 64 m OMF
H22 56 w 33 sAML aus ET
H23 54 m 35 ET
H24 64 m 110 OMF aus PV
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Tabelle 5. Patientencharakteristika der JAK2-Gruppe (niedrigpositiv).

Alter m/w M[;’iral;?oziit Diagnose
L1 72 w 0 AML
L2 48 w 0 ET
L3 54 m 148 OMF aus PV
L4 69 w 0 V.a. MPN
L5 39 w PV
L6 68 w SM mit OMF
L7 69 m 32 OMF aus PV
L8 35 w
L9 68 m 0 ET
L10 66 m

2.3 Molekularbiologische Methoden

Bei allen molekularbiologischen Arbeitsschritten wurde Wert auf Arbeitssicherheit
und die Vermeidung von Kontaminationen sowie der enzymatischen Degeneration von
Zwischenprodukten gelegt. Vor- und Nach-PCR Bereiche waren raumlich getrennt und

alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeflihrt. DNA wurde bei -20°C und RNA bei -
80°C gelagert. Beim Umgang mit Ethidiumbromid wurden Nitrilhandschuhe getragen.

2.3.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung von RNA aus kultivierten Zellen und Patientenzellen erfolgte entweder
mittels des TRIzol-Reagenz oder des NucleoSpin RNA |I-Kits. Die entscheidenden
Reaktionsschritte bei beiden Verfahren sind die Lyse der Zellen und die Inaktivierung
von RNasen, gefolgt von der Isolierung der RNA aus dem Lysat. Die Bestimmung der
RNA-Konzentration in ng/pl erfolgte in beiden Fallen nach Verdinnung von 4 pl RNA in
96 ul H20 durch Messung der optischen Dichte bei A=260 nm in einem Photometer. Die
RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.3.1.1 TRIzol-Reagenz

Das Verfahren basiert auf der single-step-Methode®, bei der die Lyse der Zellen und
die Inaktivierung von RNasen als erster Schritt durch Zugabe und Mischen mit 1 mi
chaotropem Guanidinisothiocyanat (TRIzol®) erfolgt. Nach 5 min Inkubation bei

Raumtemperatur wurden zur Entfernung von Protein und DNA 200 pl Chloroform
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zugegeben, fur 30 s durch Vortexen gemischt und die Proben flir 3 min bei
Raumtemperatur stehengelassen. Es folgte eine Zentrifugation fir 15 min bei 8°C und
13.500 g. Die obere, wassrige Phase wurde abpipettiert und mit der darin enthaltenen
RNA zur Fallung in ein Reaktionsgefald mit 500 ul 2-Propanol Uberfuhrt. Nach Vortexen
und einer weiteren Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine Zentrifugation (10 min,
8°C, 13.500 g), wonach der Uberstand abpipettiert und verworfen wurde. Das RNA-
Pellet wurde mit 800 ul 75% Ethanol gewaschen (Zentrifugation 10 min, 8°C, 13.500 g),
der Uberstand nochmals verworfen und das Pellet bei getffnetem Deckel fir 30 min auf
Eis getrocknet. SchlieRlich wurde das RNA-Pellet in 100 yl DEPC-Wasser geldst.

2.3.1.2 Nucleo Spin RNA Il Kit

Die RNasen werden auch hier durch das im Lysepuffer enthaltene
Guanidinisothiocyanat inaktiviert. Zusatzlich wird 2-Merkaptoethanol zur Lyse
verwendet. Die Isolierung der RNA erfolgt durch eine Ethanolfallung und
lonenaustauscher-Saulen. Die Verwendung entsprach den Vorgaben des Herstellers.
Alle Zentrifugationsschritte wurden in einer Tischzentrifuge bei 11.000 g und 20°C
durchgefuhrt. Zusammengefasst wurden die Zellen zunachst in 350 ul des
mitgelieferten Lysepuffers mit 1% 2-Merkaptoethanol lysiert. Das Lysat wurde durch
eine NucleoSpin-Filtereinheit filtriert (Zentrifugation fur 1 min). Nach Zugabe von 350 pl
70% Ethanol (Fallung) wurde das Gemisch zur Bindung der RNA auf die ebenfalls
mitgelieferte NucleoSpin RNA 1l Saule geladen und wiederum zentrifugiert (30 s),
worauf der Durchfluss verworfen wurde. Nach Entsalzung der Saule durch 350 ul des
mitgelieferten Membrane Desalting Buffer, gefolgt von erneuter Zentrifugation (1 min)
und Verwerfen des Durchflusses, erfolgte ein DNase-Verdau durch 95 pl der
mitgelieferten rDNase (verdiinnt 1:10 im ebenfalls mitgelieferten Reaktionspuffer) fur 15
min bei Raumtemperatur. Danach wurden die folgenden Waschschritte durchgeflhrt,
bei denen jeweils nach der Zentrifugation der Durchfluss verworfen wurde:

1. 200 pl Puffer RA2 30 s 11.000 g

2. 600 ul Puffer RA3 30s 11.000 g

3. 250 pl Puffer RA3 2 min 11.000 g

AbschlielRend erfolgte die Eluierung durch 40 ul RNase-freies Wasser fur 1 min bei
11.000 g.
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2.3.2 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA erfolgte unter Benutzung eines cDNA Synthesis Kits
(Bioline, Luckenwalde), welches BioScript, eine modifizierte RNA-abhangige DNA-
Polymerase aus MMLV (Reverse Transkriptase), enthalt. Alle Reaktionsschritte wurden,
soweit nicht anders erwahnt, in einem PCR-Block durchgefihrt. Zunachst wurde die
RNA nach Zugabe von DEPC-behandeltem Wasser und zufalligen Hexamer-Primern
(Tabelle 6, links) bei 70°C (5 min) denaturiert und die Primer wurden bei 25°C
hybridisiert (10 min). Nach jedem der beiden Temperaturschritte wurde die Mischung
kurz auf Eis gekunhlt.

Tabelle 6. Reaktionsansétze fiir cDNA-Synthese. Links: Reaktionsansatz fiir die Hybridisierung der
zufélligen Hexamer-Primer. Rechts: Zugegebene Reagenzien fiir die eigentliche reverse Transkription.

wl pro Ansatz
RNA 3000 ng Puffer x 5 12
Zufallige Hexamer-Primer 50 ng/ul 9ul dNTPs 10 mM 12
DEPC-H,0 auf 36 ul RNase-inhibitor 40 U/l 0,75
Bioscript RT 200 U/ul 0,75

Danach wurden der Reaktionspuffer, der RNase-Inhibitor, die Reverse Transkriptase
sowie die dNTPs zugegeben (Tabelle 6, rechts). Fur die reverse Transkription wurde fur
1 h bei 42°C inkubiert. AbschlieRend folgte eine weitere Denaturierung bei 70°C far 10
min. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode
zur Vervielfaltigung von DNA in vitro.®®* Neben der Ausgangs-DNA sind eine
thermostabile, DNA-abhangige, bakterielle DNA-Polymerase, ein entsprechender
Reaktionspuffer, Magnesiumionen, Oligonukleotide (primer) zur Definition der beiden
Enden des zu amplifizierenden DNA-Fragments sowie dNTPs als Bausteine der zu
produzierenden DNA erforderlich. Die eigentliche Reaktion erfolgt in einem PCR-Block,
der die Temperatur des Reaktionsgemisches, wie fur die einzelnen Reaktionsschritte

erforderlich, steuern kann.
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Zunachst werden die DNA-Doppelstrange durch Hitze denaturiert. Daraufhin erfolgt
die Hybridisierung (annealing) von zwei komplementaren Oligonukleotiden auf den (-)-
Strang am Anfang und auf den (+)-Strang am Ende des zu amplifizierenden Segments.
Im anschlieBenden Elongationsschritt produziert die DNA-Polymerase beginnend an
den Primern in 5-3-Richtung aus den zugegebenen dNTPs zu den denaturierten
Einzelstrangen komplementare Doppelstrange. Danach beginnt der Zyklus durch
erneute Denaturierung von vorne. Auf diese Weise ist eine massive Amplifikation der
ursprunglichen DNA-Menge mdglich. Im Rahmen dieser Arbeit diente die PCR zwei
verschiedenen Zwecken: Zum einen zur Bestimmung von Fragmentlangen — hierfur
wurde aufgrund der hohen Syntheserate Taqg-DNA-Polymerase eingesetzt; zum
anderen zur Amplifikation von cDNA fur die Sequenzierung, wofur trotz der deutlich
geringeren Syntheserate Pfu-Polymerase verwendet wurde, weil sie aufgrund ihrer
zusatzlichen 3’-5’ — Exonukleaseaktivitat Uber eine geringere Fehlerquote verfugt. Die
jeweils verwendeten Reaktionsansatze und Zyklusbedingungen sind im Folgenden
tabellarisch (Tabelle 7, Tabelle 8) aufgefuhrt. Zum Primerdesign siehe das Kapitel zu

Oligonukleotiden.

Tabelle 7. Zyklusbedingen (links) und Reaktionsansatz (rechts) fiir Taq-PCR.

ul pro Ansatz | Konzentration
) ; Puffer x 10 1 1x
Denaturierung | 95°C | 5
- Magnesium, 50 mM 0,25 1,25 mM
Denaturierung | 95°C | 30”
- dNTPs, 10 mM 0,8 0,8 mM
Annealing 60°C | 30” | 34x
. Forward primer, 10 mM 0,25 0,25 mM
Elongation 72°C | 30”
. Reverse primer, 10 mM 0,25 0,25 mM
Elongation 72°C | 100
Taq Polymerase, 5 U/pl 0,1 0,5U
8°C oc
Template 1
H.0 6,35

Tabelle 8. Zyklusbedingen (links) und Reaktionsansatz (rechts) fiir Pfu-PCR.

ul pro Ansatz | Konzentration
- Puffer x 10 4 1x
Denaturierung | 95°C | 2'30”
) " Magnesium, 25 mM 6,4 4 mM
Denaturierung | 95°C | 30
- " dNTPs, 10 mM 6,4 0,4 mM each
Annealing 60°C | 30 34x
. Forward primer, 10 mM 1 0,25 mM
Elongation 72°C | 7°30”
. Reverse primer, 10 mM 1 0,25 mM
Elongation 72°C | 7°30”
Pfu Polymerase 2, 5U/ul 0,6 1,5U
8°C oc
Template 4
H.0 16,6
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2.3.4 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten abhangig von ihrer Lange. Die zu untersuchende DNA wird zunachst mit
einem Gelladepuffer gemischt — die enthaltene Saccharose erhoht die Dichte der
Lésung. Diese und der Farbstoff des Gelladepuffers erlauben ein leichtes Beladen der
Geltaschen. Im Prinzip wirkt das Gel aus Agarosepolymeren wie ein Netz, durch das die
negativ geladenen Nukleinsauren abhangig von ihrer Gro3e verschieden schnell in
Richtung der Anode wandern — je kleiner, desto schneller. Durch Zugabe von
Ethidiumbromid, welches in DNA interkaliert und danach unter UV-Licht fluoresziert,
werden die DNA-Bander sichtbar, so dass ihre Lange und grobe Menge relativ zu
einem bekannten Marker bestimmt werden kann. Daruber kann durch das
Ausschneiden eines Bands auf dem UV-Leuchttisch mit nachfolgender Gelextraktion

DNA einer bestimmten Lange aufgereinigt werden.

Zur Herstellung von 2%-Agarose-Gelen wurden 3 g Agarose in 150 ml TAE-Puffer in
einem Mikrowellenofen aufgekocht. Vor dem GielRen des Gels wurden 1,5 pl
Ethidiumbromid zugegeben. Zu ladende DNA wurde mit 1/10 Volumen Gelladepuffer
versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer als Laufpuffer unter einer Spannung
von 130 V. Die Gele wurden unter UV-Licht in einer Photokammer digital abfotografiert

und die Bilder wurden digital gespeichert.

2.3.5 Gelextraktion

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde unter Zuhilfenahme
eines QIAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN GmbH, Hilden) nach Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in einer Tischzentrifuge bei 11.000 g
und 20°C. Prinzipiell wird das Gelstlck ausgeschnitten, aufgeldst und die DNA in einer
chaotropen Hochsalzumgebung an die Silika-Matrix einer Aufreinigungssaule
gebunden. Nach mehreren Waschschritten wird die DNA aus der Matrix eluiert und bei
-20°C gelagert.

Das gewunschte Band, durch Ethidiumbromid und UV-Licht sichtbar gemacht,
wurde auf dem UV-Leuchttisch mit dem Skalpell ausgeschnitten, gewogen und mit dem
dreifachen Volumen eines Puffers (QG) versetzt. Das Gel wurde durch zehnminutige

Inkubation in einem Schuttler bei 50°C gelost. Im Anschluss wurde ein Gelvolumen
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Isopropanol hinzugefligt, gemischt und die Ldsung durch die Aufreinigungssaule
zentrifugiert, wodurch die DNA an die enthaltene Silika-Matrix gebunden wurde. Nach
zwei weiteren Waschschritten (Puffer QG und Puffer PE) durch Zentrifugation wurde die
Membran durch erneute Zentrifugation getrocknet, bevor mit 50 yl Puffer EB eluiert
wurde. Die Bestimmung der dsDNA-Konzentration in ng/ul erfolgte nach Verdiinnung
von 4 ul DNA in 96 ul H20 durch Messung der optischen Dichte bei A=260 nm in einem
Photometer. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.3.6 DNA-Sequenzierung

Die hier angewandte Methode zur Sequenzanalyse von cDNA basiert auf der 1977
von Sanger et al. vorgestellten Kettenabbruchmethode® — automatisiert durch den
Einsatz fluoreszierender Marker und einer Kapillare.68 Die zu untersuchende DNA wird
dazu im Rahmen der Sequenzierreaktion mit DNA-Polymerase, einem Primer
(Sequenzierprimer) und Nukleotiden inkubiert. Ahnlich wie bei der Durchfiihrung einer
Polymerase-Kettenreaktion werden durch einen mehrfachen Zyklus von Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation multiple DNA-Strange synthetisiert. Allerdings
werden neben den zur DNA-Synthese notwendigen Desoxyribonukleosidtriphosphaten
(dNTPs) auch 27,3 -Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zugesetzt. Aufgrund der
fehlenden 3’-Hydroxylgruppe fuhrt deren Inkorporation zu einem Kettenabbruch — an
genau den Stellen, wo das korrespondierende dNTP hatte inkorporiert werden sollen.
Urspringlich wurden vier parallele Reaktionen mit jeweils einem ddNTP (ddGTP,
ddATP, ddTTP oder ddCTP) durchgefiihrt. Die mit **P radioaktiv markierten Produkte
konnten nebeneinander auf einem Agarosegel nach Grof3e getrennt werden. Jedes
Band aus der (beispielsweise) mit ddGTP versetzten Reaktion markiert somit die
Position eines Guanins in der DNA-Sequenz. Wie in Abbildung 5 beispielhaft an einer
Abbildung aus Sangers Publikation demonstriert, kann die Sequenz von unten (dem

kUrzesten Fragment) nach oben abgelesen werden.
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_?_fGG_T ;77 TA 4350
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Abbildung 5. Kettenabbruchsequenzierung des Bakteriophagen ®X174 unter Benutzung 2p_markierter
Didesoxynukleotide (aus: Sanger et al, 1 97767). Die Produkte vier separater Sequenzierreaktionen mit
jeweils einem markierten ddNTP (G: ddGTP; A: ddATP; T: ddTTP; C: ddCTP) sind parallel auf einem Gel
aufgetrennt. Da ein ddNTP nur an der Position des korrespondierenden dNTPs inkooperiert wird, kann
die Sequenz vom kiirzesten (untersten) Fragment nach oben von Band zu Band abgelesen werden, wie
am rechten Rand dargestellt.

Diese Methode wurde beschleunigt und automatisiert, indem die Zahl der
Reaktionen durch die gleichzeitige Verwendung von vier verschieden fluoreszierenden
ddNTPs auf eine reduziert, das Gel durch eine gelgefillite Kapillare ersetzt und die
Erfassung der Reihenfolge der von einem Laser angeregt fluoreszierenden DNA-
Fragmente (,peaks“) von einer Photozelle ibernommen wurde (siehe Abbildung 6).%®
Der Aufbau des fur die vorliegende Untersuchung verwendeten ABI 310 ist in Abbildung
7 dargestellt. Im Einzelnen wurden die Proben wie folgt untersucht: Template-DNA (ca.
1400 bp Fragmentlange, ca. 50 ng/ul) wurde nach Gelextraktion mit DNA-Polymerase,
dNTPs und fluoreszierend markierten ddNTPS (fertig als Big Dye Kit), dem
dazugehdrigen Puffer sowie einem Sequenzierprimer als Startpunkt der Reaktion in
einem PCR-Block inkubiert (Zyklusbedingungen und Reaktionsansatz, siehe Tabelle 9).
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Abbildung 6. Kapillarsequenzierung — schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus (aus:
Swerdlow et al, 1990%). Die Produkte der Sequenzierreaktion werden in einer gelgefiillten Kapillare
(Capillary) elektrophoretisch nach GroBe aufgetrennt und beim Passieren des Objektivs (Objective) von
einem Laser (Argon-lon Laser) zur Fluoreszenz angeregt. Diese wird durch einen

Photoelektronenvervielfacher (Photomultiplyer Tube) registriert und das Signal wird digital
weiterverarbeitet.
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Abbildung 7. Kapillarsequenzierer ABI Prism 310 (aus: ABI Prism 310 User’s Manualsg). Diese
Zeichnung zeigt den tatséchlichen experimentellen Aufbau (siehe auch das Schema in Abbildung 6).
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Tabelle 9. Zyklusbedingen (links) und Reaktionsansatz (rechts) fiir die Sequenzierreaktion.

ul pro Ansatz | Konzentration
Denaturierung | 95°C 10” Sequenzierpuffer x 5 2 1x
Annealing 50°C 5” 30x Big Dye Terminator Kit v1.1 2 1x
Elongation 60°C | 400" Sequenzierprimer, 10 mM 0,5 0,5 mM
8°C oc Template 2 Ziel: 100 ng
H,0 3,5

Zur Entfernung der nicht in DNA-Produkte inkorporierten Fluoreszenz-markierten
ddNTPs wurden die Reaktionsprodukte durch eine Ethanolfallung aufgereinigt: Nach
Zugabe von 90 ul DEPC-Wasser wurde das Reaktionsprodukt in ein Gefald mit 10 pl
Natriumacetat (3 M) Uberfuhrt. Zusatzlich wurden pro Gefal® 250 ul absolutes Ethanol
sowie 1 pl Dextranblau zugegeben. Nach dem Mischen folgte eine zehnminutige
Inkubation bei Raumtemperatur und im Anschluss die Zentrifugation fir 20 min bei
11.000 g und 20°C. Hiernach wurde der Uberstand abpippetiert und verworfen und das
Pellet wurde flir 10 min bei 50°C getrocknet. Zwischen allen weiteren
Reaktionsschritten wurden die Reaktionsgefalde auf Eis gelagert. Nach der Trocknung
wurde das Pellet in 20 pl Hi-Di Formamid geldst (10 min, 37°C, Schuttler). Schliel3lich
wurden die Proben fur 2 min bei 90°C denaturiert und bei 4°C in 0,5 ml Gefalle
uberfuhrt, mit Septen bedeckt und bis zur Beladung des Sequenzierers gelagert. Die
Wartung des ABI Prism 310 (insbesondere Wechsel von Kapillaren, Polymer, Puffer,
wochentliche Reinigung und Kalibrierung des Probenautomaten) wurde entsprechend
den Herstellervorgaben durchgefuhrt. Pro Lauf wurden 48 Proben geladen (davon
jeweils eine bereits mit gutem Ergebnis sequenzierte Probe als Positivkontrolle). Die
Sequenzierung erfolgte nach Beladung der Kapillare fur 30 s (Spannung 2 kV) fur 36

min (15 kV) bei einer Temperatur von 50 °C.

2.3.7 Sequenzauswertung

Die Erfassung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe von Sequencing Analysis 3.4.1. Die
so gewonnenen Sequenzen wurden mit Sequencher 3.0 an der Sequenz TET2 mRNA
variant 1°7:8 ausgerichtet und peak flr peak manuell ausgewertet. Zunachst wurde nur
in die Vorwartsrichtung sequenziert, bei Verdacht auf eine Mutation oder bei unklaren
peaks auch in die Gegenrichtung. Durch Uberlappende Primerpaare wurde die gesamte

Lange der mRNA erfasst.
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2.3.8 Oligonukleotide

Primer wurden mit Hilfe von Primer3plus entworfen (Vorgaben: Lange 21-25bp,
Annealing Temperatur 59-65°C, 20-80% GC-Anteil). Durch einen Abgleich in BLAST
und cDNA-Bibliotheken wurden multiple komplementare
TIB MOLBIOL
Syntheselabor GmbH hergestellt. Tabelle 10 zeigt die Sequenzen der zur PCR und zur

gegen humane DNA-

Regionen ausgeschlossen. Alle Oligonukleotide wurden von

Sequenzierung verwendeten Primer.

Tabelle 10. Liste der verwendeten Primer fiir die Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung

Primerpaar Forward Reverse Amplikon (bp)
PCR Primer (1400bp)

TET2cDNA1o0 TTTGCTCCTGTTGAGTTACAACG GGGAGAAAGAAGCAATTGTGATG 1369
TET2cDNA1i CCTGTTGAGTTACAACGCTTGG CCTGTTGAGTTACAACGCTTGG 1358
TET2cDNA2o GTGAAGAATTCTGTTCAGGTTCCA ACCTGTATTTTGCATGCACTTGA 1450
TET2cDNA2i GAATTCTGTTCAGGTTCCAGCAG CATGCACTTGATTTCATGGTCTG 1433
TET2cDNA3o  AAGGATCATTCTTTGGCCAGACT CACCAGGATGAGAATCACAATCA 1416
TET2cDNASI TTCTTTGGCCAGACTAAAGTGGA ATCACAATCACTGCAGCCTCAC 1361
TET2cDNA4o TGGACAGAAGGGTAAAGCTATTAGG CAGCTTGAGATGAGGTGGAATAG 1310
TET2cDNAJi TGGTAAAGAAGGCAAAAGTTCTCA GAAGTTCATAGGGCTGGTGCTT 1243
TET2cDNA5o CCACATCACCCTCAGACAGAGTC AATACTGTGACCTTTCCCCACTG 1466
TET2cDNADSi TGTCAACTCTTATTCTGCTTCTGGA ACTGCCCACGTCATGAGAACTAT 1424
Sequenzierprimer

TET2cDNAS1 AAGAGCAGTAAGGGACTGAGCTG CTCACACGACTATTCTGGCTTCC 296
TET2cDNAS2 GAGACACCAAGTGGCACTCTTTC ATTTTCAGGCCCACTGCAGTTAT 380
TET2cDNAS3  GCCCAAGAAAATGCAGTTAAAGA AGTTAGAGGTCTGTGCGGAATTG 397
TET2cDNAS4  GAGATCACTCACCCATCGCATAC TCCTTAGTGAACACTGAGCTTTGC 383
TET2cDNAS5 GTGGCAGCTCTGAACGGTATTTA CATTGTCCCTGCAGTCTGTATGT 398
TET2cDNAS6  AAGGCCTCAGAATAATTGTGTGAA TCCAGTGTATTGTTTGGAGGTCA 388
TET2cDNAS7 CATCACTGCCATCAATTCTTCAG AGCCTGTTGATTCAAGTGCTGTT 371
TET2cDNAS8  GAGCAGATTCCCAAACTGAAAAA TCTGTACTTCCTCCAGTCCCATT 375
TET2cDNAS9  ATTCAAAATCAAGCGAGTTCGAG CGCAGCTTGTTGACCAGACATA 365
TET2cDNAS10 GCAGAAGTCACAACAAGCTTCAG TGCAGGTGGATTCTCTTGCTTA 382
TET2cDNAS11 ACCACCAGAAAACAAAACATGGA TTGAGTCTTGACAGGTGTATCCAA 394
TET2cDNAS12 AAGACACCAACCAAAAGAACAGC CACCAAACACAGTAGCTTCTCTTCA 372
TET2cDNAS13 AAGTTCTCAGGGATGTCCTATTGC AAACTTCCTTGGGATCTTGCTTC 364
TET2cDNAS14 CCTTCTCTTTTGGTTGTTCATGG CCTCAGGTTTTCCTCCAAATTCT 384
TET2cDNAS15 GCACATTGGTATGCACTCTCACT GTCCTGAAAGTCGCAAAAGTTCT 384
TET2cDNAS16 CAAAACAAACTGAAAACGCAAGC TTGGATAAGGACTAACTGGATTGG 246
TET2cDNAS17 CTTCTGGATCCACCAATCCATAC AACTCTGGCTATTTCCAAACCTTG 381
TET2cDNAS18 TAAGCTCAGTCTACCACCCATCC ATTAGCTGTGTGGGAAAGCATGT 382
TET2cDNAS19 TGCATCTCCAAAACAAGGAGAAT ATGTTTTGGCTCATTCATGCTCT 398
TET2cDNAS20 AGGATCTCCCTCGTCTTTTACCA GACAGGTTGGTTGTGGTCTTTTC 377
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2.4 Statistische Methoden

Exploratorische statistische Analysen wurden mit Fisher's Exact Test fur

kategorische Variablen mit SPSS 17.0 durchgefuhrt. Das beidseitige Signifikanzniveau

betrug p<0.05.

2.5 Chemikalien
2-Merkaptoethanol, 98%
2-Propanol, 99,7%

Absolutes Ethanol, 99,9%
Agarose fur DNA Elektrophorese

Chloroform, mindestens 99%
DEPC-behandeltes Wasser
dNTP Mix, 10 mM

Dextranblau

EDTA

Essigsaure (Eisessig)

Ethanol, 70%

Ethidiumbromid, 1% in Wasser

Hi-Di Formamid

High-Throughput Ladder |

LiChrosolv Water for chromatography

Propidiumiodid, 95%
POP-6

Tris Ultra
TRIzol

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Bioline GmbH, Luckenwalde
Bioline GmbH, Luckenwalde
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck KGaA, Darmstadt

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Bioline GmbH, Luckenwalde
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Applied Biosystems, Foster City,
USA

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
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2.6 Puffer
TE-Puffer

TAE-Puffer (50x), pH 8,5

Gelladepuffer (5x)

2.7 Enzyme

Pyrococcus furiosus
DNA Polymerase
Thermus aquaticus
DNA Polymerase

2.8 Kits
RNA-Isolierung

cDNA-Synthese

Gelextraktion

Sequenzierreaktion

10 mM Tris HCI

1 mM EDTA

pH 8 mit HCL

AppliChem GmbH, Darmstadt
Tris 242,28 g/L

Eisessig 60,05 g/L

EDTA 18,61 g/L

0,05% Bromphenolblau

40% Saccharose

0,1 M EDTA, pH 8,0

0,5% SDS

Pfu DNA Polymerase
2,5 U/ul (nativ)
Platinum Taqg DNA
Polymerase 5 U/pl

(rekombinant)

NucleoSpin® RNA I
cDNA Synthesis Kit
QIAquick Gel Extraction
Kit

Big Dye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit
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Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot

Invitrogen, Carlsbad,
USA

MACHEREY- NAGEL
GmbH & Co. KG, Diren
Bioline GmbH,
Luckenwalde

QIAGEN GmbH, Hilden

Applied Biosystems,
Foster City, USA



2.9 Laborgerate
Gelkammer
Gelphotokammer
Kapillarsequenzierer
Mikrowellenofen

PCR-Block

Photometer

Pipetten

Schiuttler

Spannungsquelle
UV-Leuchttisch

Vortexer

Zentrifugen

Agagel Midi-Wide
Universal Hood Il
ABI Prism 310

Continent MW800
iCycler Thermal Cycler
GeneAmp PCR System
9700

BioPhotometer
Einkanalpipette Labmate
(0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-
100 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl)

Elektronische
Einkanalpipette (5-100
ul, 10-500 pl, 50-1000 pl)
PIPETBOY acu

Thermomixer 5436
Thermomixer comfort
Power-Pac 300
ECX-20.M

Vortex-Genie 2

Centrifuge 5415 C
Centrifuge 5415 R
Centrifuge 5417 R
SPROUT (Mini-
Zentrifuge)
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Biometra, Gottingen
Bio-Rad, Hercules, USA
Applied Biosystems,
Foster City, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Applied Biosystems,
Foster City, USA
Eppendorf AG, Hamburg
P.Z. HTL S.A,,

Warschau, Polen

Biohit Oyj, Helsinki,

Finland

INTEGRA Biosciences
GmbH, Fernwald
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Bio-Rad, Hercules, USA
Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen
Scientific Industries,
Bohemia, USA
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Heathrow Scientific LLC,
Vernon Hills, USA



2.10 Verbrauchsmaterialien

Gefalle fur

Kapillarsequenzierer

Klvette fir Photometer

Pipettenspitzen

Reagiergefalde 1,5 mi

Reagiergefalle fur PCR

Sequenzierkapillaren

Skalpell

0,5 ml Sample tubes

Septa for 0,5 ml Sample
tubes

UVette

Biosphere Filter tips
1000 pl blue

Biosphere Filter tips
200 wl

Sterile aerosol pipet tips
100 ul

Biosphere Filter Tipps
20 ul

Filterspitze PP natur

10 wl

Safeseal Reagiergefalie
1,5 ml

Multiply-uStrip Pro 8er
Kette

310 Genetic Analyzer
Capillaries

5-47 cm x 50 um

Neox Steriles

Einmalskalpell
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Applied Biosystems,
Foster City, USA
Applied Biosystems,
Foster City, USA
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG, Nurnbrecht

Sarstedt AG, Nurnbrecht

VWR, West Chester,
USA

Sarstedt AG, Nirnbrecht
Nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe

Sarstedt AG, Nurnbrecht

Sarstedt AG, Nurnbrecht

Applied Biosystems,
Foster City, USA

Maersk Medical,
Sheffield, UK



2.11 Software

Gelphotographie Quantity One v4.6 Bio-Rad, Hercules, USA
Sequenzanalyse Sequencing Analysis Applied Biosystems,
3.4.1 Foster City, USA
Sequenzauswertung Sequencher 3.0 Gene Codes, Ann Arbor,
MI, USA
Statistik SPSS 17.0 SPSS Inc, USA

2.12Websites

Blast http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=9606
dbSNP http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP

Ensembl http://www.ensembl.org/

Eukaryotic http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/eukhmm.cgi

GeneMark.hmm

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2

Primer3plus http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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3. Ergebnisse

3.1 Ablaufplan des Sequenzierungsprojekts

Aufgrund der Leistung des zur Verflugung stehenden Kapillarsequenzierers (max.
400-500 bp pro Sequenzierreaktion, d.h. pro Stunde) und der Tatsache, dass sich
frameshift-Mutationen, die zu einem Funktionsverlust des Proteins fihren konnen, tUber
die gesamte Lange von TET2 mRNA variant 1°°® (6009bp auf acht teils nur 100 bp
langen Exons) verteilen kdnnen, entschied ich mich zur Sequenzierung von cDNA, um
die zu sequenzierenden Fragmente unabhangig von der Exonldnge und damit
Okonomischer einteilen zu kénnen. Zur Gewinnung einer ausreichenden Menge an DNA
fur die Sequenzierung (100 ng pro Ansatz) wurde eine PCR von funf Uberlappenden
1400 bp - Fragmenten mit Pfu Polymerase durchgefuhrt (Abbildung 8, Primerpaare
TET2cDNA10, -20 etc., siehe Tabelle 10). Falls die Menge der in diesem ersten Schritt
gewonnenen DNA nicht ausreichend war (~50 ng/ul), erfolgte eine erneute PCR mit
dem Produkt des ersten Schritts und einem knapp nach innen versetzten Primerpaar
(,nested PCR", Primerpaare TET2cDNA1I, -2i etc., siehe Tabelle 10).

1o 20

30 .
— 4i 50
TET2 mRNA variant a, 6009bp

Abbildung 8. Uberlappende 1400 bp-Fragmente als Template zur Sequenzierung. Hier wurde
beispielweise fiir Fragment vier eine zusétzliche nested-PCR durchgefiihrt.

3.2 TET2-Mutationsanalyse

FUr jedes der 5 uberlappenden Fragmente von ca. 1400 bp Lange wurden
Sequenzierreaktionen mit den Primern von 4 wiederum Uberlappenden Primerpaaren
(Sequenzierprimer, Tabelle 10) von ca. 400 bp Abstand durchgefuhrt — zunachst nur mit
den Forwardprimern. Bei schwer auswertbaren Sequenzen oder Verdacht auf

Mutationen wurde zusatzlich mit den Reverseprimern in die Gegenrichtung sequenziert.
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3.2.1 Interpretation

Die Beschreibung der Sequenzvariationen folgte der Nomenklatur von den Dunnen
& Antonarakis.”® Mutationen wurden mit einer SNP-Datenbank abgeglichen (dbSNP).
Alle trunkierenden Mutationen (also frameshift- und nonsense- Mutationen) wurden als
pathologisch gewertet, ebenso wie alle missense-Mutationen im Bereich der
konservierten homeoboxes 1 und 2 (Abbildung 3, ¢.3399-c.4332 und ¢.5526-c.5763).
Andere bisher nicht als SNPs beschriebene Punktmutationen aulRerhalb der
homeoboxes wurden als unklar eingeordnet. Abbildung 9 zeigt Sequenzbeispiele fur die

genannten Mutationstypen.

G
A M A d9| A 2

C&/\/\‘- & ﬁ\'\f ' ‘f\\ﬁ

Pat. H6: ¢.4274insG

RATGTACATICATGTABGGAAATTGCC

ARACTTGCATCACATGCAATATTTTCCARAATAARTGTGF

B AAACTTGCATCACA|GTAATATTTTCCARATAATGTGF C RATGTACATICATHTABGEARATTGCC

AATGTACATICATNTABGGAAATTGCC
AARACTTGCATCACATGTAATATTTTCCAARATAATGTGE
2588 2598 2600 2618

5140 S15 5168
BEEAREEt ] A HRRAR e RRTaTRcRTERToTAbooRRRTTa0e
nAsnLeuHisHisNETSTPJurPheProAsnAsnYal | *

Y

‘hromatograms|from [Contig[0001] - jmatografs frong contig[ 000
FEZTS 1375 D So Ok 15T of 285 515 1187 5 50 18R 104 of 25
c A T BT A c a7 Wk A %s

T

N LN

A T 169 1481 *104 of 34
[ T ﬁ H T AT E AT N TT 3 E
ﬂ
! A A s \ f IIJ| f ﬁ\
YA \ \f [ f\ WA
\j{ A \ ‘\\ v ooy \\,’ l,f \ J f,]i \ \" \ /\,
Pat. H17: ¢.2596C>T p.Glu866X Pat. H19: ¢.5152G>T p.val1718Leu

Abbildung 9. Beispiele fiir Chromatogramme mit pathologischen TET2-Mutationen: A: Frameshift
(Insertion): Beginnend nach Base c¢.4274 (roter Rahmen) findet sich in beide Richtungen eine
Uberlagerung der Wildtypsequenz durch eine exakt um eine Base verschobene Sequenz als Resultat
einer Insertion an dieser Position. B: Nonsense: Anstatt des erwarteten blauen peaks (C) an Position
c.2596 (roter Rahmen) ein roter Peak (T) — diese homozygote Mutation resultiert in einem Stopkodon
(TAA). C: Missense-Mutation in einer homeobox: Anstelle des erwarteten peaks flir G (schwarz) finden
sich an Position ¢.5152 zwei peaks: der zusétzliche rote (T) peak ist auf eine heterozygote Mutation
zurtickzufiihren, die zu einem Austausch der Aminoséure in einem konservierten Bereich des Proteins
fiihrt.
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3.2.2 Ergebnisse der TET2-Mutationsanalyse in Zelllinien

Aufgrund der einfachen Verfugbarkeit groRer Mengen RNA wurden zur Etablierung
der Methode zunachst eine Reihe von im Labor der AG Daniel verfugbaren humanen
Zelllinien auf TET2-Mutationen untersucht. In den zwdlf untersuchten AML-Zelllinien
fanden sich keine pathologischen TET2-Mutationen; neun der untersuchten Zelllinien

enthielten SNPs (Tabelle 11). In den vier untersuchten CML-Zelllinien konnten ebenfalls

keine pathologische Mutationen festgestellt werden (Tabelle 12).

Tabelle 11. Ergebnisse der TET2-Mutationsanalyse in AML-Zelllinien.

Zelllinie

TET2-Mutationen

SNPs

Pathologisch

EOL-1

c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

HEL

€.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

HL-60

HT93

Kasumi-1

€.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

KG-1

MOLM-13

€.652G>A p.Val218Met rs6843141
¢.3117G>A p.Ser1039= rs3796927
¢.4140T>C p.His1380= rs3733609
¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

MV4-11

c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

NB-4

¢.86C>G p.Pro29Arg rs12498609

OCI-AML2

€.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

OCI-AML3

€.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

PL-21

¢.86C>G p.Pro29Arg rs12498609

Gesamt

9/12

0/12

Tabelle 12. Ergebnisse der TET2-Mutationsanalyse in CML-Zelllinien.

Zelllinie

TET2-Mutationen

SNPs

Pathologisch

K-562

¢.5162T>G p.Trp1721Leu rs3440254

KCL-22

¢.86C>G p.Pro29Arg rs12498609
c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

KU-812

¢.86C>G p.Pro29Arg rs12498609
c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

LAMA-87

c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

Gesamt

4/4

0/4

Darlber hinaus wurden zwei weitere Zelllinien untersucht: In MOLM-20, einer
Schwesterzelllinie von CNLBC1, welche aus dem peripheren Blut einer 63-jahrigen

Frau mit chronischer neutrophiler Leukamie (CNL)"' etabliert worden war, zeigten sich

zwei pathologische TET2-Mutationen (Tabelle 13, Abbildung 10).
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Tabelle 13. Ergebnisse der TETZ2-Mutationsanalyse in weiteren Zelllinien:

neutrophile Leukémie) und U-937 (Hystiozytisches Lymphom).

MOLM-20 (Chronische

TET2 Mutationen
Zelllinie
SNPs Pathologisch
c.561delG
MOLM-20 ¢.86C>G p.Pro29Arg rs12498609 ¢.3066insA
U-937
Gesamt 1/2 1/2

Nn-fzss EGE

G z]

]

~ ™ A ~
F i \ f \ﬂ / \\ / "\ J'.l \‘ ' 3
AANCNA VN MY A

MOLM-20 c.561delG

MOLM-20 c.3066insA

Abbildung 10. Chromatogramme mit pathologischen Mutationen (frameshift) der CNL-Zelllinie MOLM-
20. Beginnend an den durch rote Rahmen gekennzeichneten Basen finden sich in beide Richtungen
Uberlagerungen der Wildtypsequenz durch eine exakt um eine Base verschobene Sequenz als Resultat
einer Deletion (c.561) bzw. Insertion (c.3066).

3.2.3 Ergebnisse der TET2-Mutationsanalyse in Patientenproben

In keiner der zehn

BCR/ABL-positiven Proben fanden sich pathologische

Mutationen (0/10, Tabelle 14). Eine missense-Mutation (c.521C>A) war bisher nicht als

SNP beschrieben und wurde daher als unklar eingeordnet.

Tabelle 14. Ergebnisse der TET2-Mutationsanalyse in der BCR/ABL-Gruppe.

TET2 Mutationen

Patient
SNPs

Pathologisch

Unklar

¢.1088C>T p.Pro163Leu rs17253672

el ¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524

C2 c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

C3

¢.1064G>A p.Gly355Asp rs61744960

C4  5284A>G p.lle1762Val rs2454206

¢.100C>T p.Leu34Phe rs111948941
C5 €.652G>A p.Val218Met rs6843141
¢.5333A>G p.His1778Arg rs62621450

C6 c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

Cc7

¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524

e c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

Cc9 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

¢.521C>A p.Pro174His

C10

Gesamt 7110 0/10

110
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Im Gegensatz dazu fanden sich in 11/34 (32%) JAK2V617F—positiven Proben
pathologische TET2-Mutationen (Tabelle 15; Beispiele Abbildung 9). In einer Probe
fand sich eine unklare Mutation (c.5030C>G).

Tabelle 15. Ergebnisse der TET2-Mutationsanalyse in der JAK2-Gruppe.

TET2-Mutationen

Patient
SNPs Pathologisch Unklar
H1 ¢.1064G>A p.Gly355Asp rs61744960
¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206
H2

H3 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206 c.3129insA

€.652G>A p.Val218Met rs6843141
H4 ¢.3117G>A p.Ser1039= rs3796927
¢.4140T>C p.His1380= rs3733609

H5 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206 c.3721G>A p.Ala1241Thr

¢.1088C>T p.Pro363Leu rs17253672
c.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524
¢.1088C>T p.Pro363Leu rs17253672
¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524
¢.1088C>T p.Pro163Leu rs17253672
H8 ¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524
c.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H9 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H10

H11 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H12 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H13 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H14 ¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524 ¢.1388insT
H15 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H16 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H17 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206 €.2596C>T p.Glu866X

¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524
¢.5650A>G p.Thr1884Ala rs76428136

H6 c.4274insG

H7

H18

¢.4553C>G p.Ser1518X

ik ¢.5152G>T p.Val1718Leu

H20 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H21 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H22 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H23 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206

H24 ¢.1064G>A p.Gly355Asp rs61744960  ¢.3989C>T p.Ser1330Phe

L1 c.1630C>T p.Arg544X ¢.5030C>G p.Thr1677Arg
L2

L3 ¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524

¢.100C>T p.<Leu34Phe rs111948941
¢.652G>A p.Val218Met rs6843141

L5 c.5152G>T p.Val1718Leu

¢.1064G>A p.Gly355Asp rs61744960  ¢.787G>T p.Glu263X
¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206 ¢.5626G>A p.Ala1876Thr

L4

L6

L7
L8 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206 ¢.5885C>T p.Pro1962Leu
L9 ¢.5162T>G p.Leu1721Trp rs34402524
L10 ¢.5284A>G p.lle1762Val rs2454206
Gesamt 27/34 11/34 1/34
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3.2.4 Vergleich der TET2-Mutationsfrequenzen in den verschiedenen

Patientengruppen

Es bestand ein signifikanter Unterschied (p=0.046, Abbildung 11) in der Frequenz
von pathologischen TET2-Mutationen zwischen den JAK2V617F-positiven Proben
(11/34, 32%) und den BCR/ABL-positiven Proben (0/10).

p=0.046
40- - - | |
11/34 Bl Pathologische Mutation
c [ Keine pathologische
8 30 Mutation
o
a
v 20-
()
o
= 0/10
) 10--
0-
JAK2V617F BCR/ABL

Abbildung 11. Frequenz von pathologischen TETZ2-Mutationen in JAK2V617F-positiven Proben und
BCR/ABL-positiven Proben.

Im Gegensatz dazu bestand kein signifikanter Unterschied zwischen hoch- und
niedrig JAK2V617F-positiven Proben (7/24 vs. 4/10, p=0.692).
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3.3 TET2-SpleiBanalyse

3.3.1 Unerwartete Variationen in der Lédnge der PCR-Produkte in
JAK2V617F-positiven Proben

Die oben beschriebene Sequenzierungsstrategie funktionierte in den Zelllinien sowie
den BCR/ABL-positiven Proben komplikationslos. Im Gegensatz dazu fielen bei einigen
JAK2V617F-positiven Proben unerwartete Variationen der Lange der 1400bp-PCR-
Fragmente auf. DarUber hinaus zeigten sich in diesen Proben in der Sequenzierung

multiple, Ubereinanderliegende Sequenzen im Anschluss an Exon 3 (Abbildung 12).

Exon 3

G T G T
GIIIBI,

: Exon 4 (AGCA..)
I (1] 1 Exon 5 (GTTT...)

Exon 3b (CAGT...)

Abbildung 12. Chromatogramm der Sequenzierreaktion mit Sequenzierprimer 12F in Probe H7: Multiple
Sequenzen im Anschluss an Exon 3. Die drei (berlagerten Sequenzen sind durch Pfeile markiert: der
Beginn von Exon 4 und Exon 5 (erwartet aufgrund des bekannten alternativen Spleilens von Exon 4)
sowie eine unbekannte Exonsequenz (CAGT...).

Eine Analyse der Lange der mit dem Sequenzierprimerpaar S12 aus der cDNA
JAK2V617F-positiver Proben gewonnenen PCR-Fragmente ergab in einigen Fallen
neben den erwarteten Bandern fur alternatives Spleilen von Exon 4 (281bp [ENSEMBL
ENST00000545826°°] und 372bp [TET2 mRNA variant 1°"°%]) auch ein zusétzliches
Band >500bp (Abbildung 13).
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Abbildung 13. Agarosegelelektrophorese der Produkte einer Taq-PCR mit Primerpaar S12 aus cDNA
JAK2V617F-positiver Proben. Die Beschriftung der einzelnen Geltaschen entspricht den Patienten in
Tabelle 4 und Tabelle 5. Unbeschriftete Taschen sind nicht beladen. M: Marker, Fragmentldéngen am
linken Rand in bp. DNA: humane DNA (Kontrolle), N: Negativkontrolle (keine Template zugegeben). Die
schwarzen Pfeile am rechten Rand zeigen die Bénder fiir die erwarteten Produktldngen (281bp und
372bp), der rote Pfeil das unerwartete Fragment >500 bp.

3.3.2 Identifikation eines zuvor nicht beschriebenen TET2-Exons in
JAK2V617F-positiven Proben

In einer der Proben gelang die komplette Sequenzierung eines zuvor nicht
beschriebenen 200 bp langen Exons zwischen Exon 3 und Exon 4 aus cDNA (Exon 3b,
Abbildung 14).

Exon 3 Exon 3b
T G C A G A T G T G T A G -
T C A 6 AT GT G T A G C A G T T TACA G C AT € TT

Abbildung 14. Kapillarsequenzierung mit Primer S12 von der Pfu-template 3i in Probe H5: Eine zuvor
nicht beschriebene Exonsequenz (Exon 3b) findet sich im Anschluss an Exon 3.
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Dieses Exon 3b (contig NT016354.19, ab bp 106,159,672) enthalt an Position 170
ein in-frame Stopkodon, fuhrt also zu einer Trunkierung des Proteins. Die Sequenz von

Exon 3b (rot) mit den Intronsequenzen upstream und downstram (schwarz) ist folgende:

TTTTCCATTCACAAAAGATTTCTCTGTAGCATGCAATGCTGTTTGATAGCATTTAACCCACAGCAGAA
TTTCTTTGAAAATTGGACTCAGTCCTCTCAAACTGTGCTGCTGCTTTATCAACTAAGTTTTTGTAATTTT
CTGAATCCTTTGTTGTCATTTCAGCAGTTTACAGCATCTTCATTGGAAGTATATTCCATCTCAAACATTC
TTTGTTCATCCATAAGAAGCAACTTCTTATCAAGTTTTTTCATGACATTGCAGTAACTCAGCCCCATCTT
CAGGCTCTACTTCTAATTCTGGTTCTCTTGCTACATCTCCCTCATCTGCAGTGACCTCTCCACGGAAGTC
TTGAACTCCTCAAAGTAATCCATGAGGGTTGGAATCAACTTCTAAACTCCTGTTAATGTTGATATATTGA
CCCCCTCCCATGAATTATGAATGTTCTTAATAACTTCTAAATGGTGATACCTTTCCAGAAGGCTTTCAAT
GTACTTTGCCCGGATCCATCAGAAGACTATCTTGGCAGCT

Zur Bestatigung dieses Ergebnisses untersuchte ich diese Sequenz in silico:
NetGene’? identifizierte das 5-Ende von Exon 3b mit einer Konfidenz von 0.14 als
splice site und Eukaryotic GeneMark.hmm” bestatigte dieses Ergebnis (terminales
Exon vom 5- Ende bis zum Stoppkodon an Position 170). All diese Beobachtungen
lasen sich am einfachsten durch das in Abbildung 15 dargestellte Modell des

alternativen Splei3ens zwischen Exon 3 und 6 erklaren.

3 ABBy 78 91011

P <372 bp

3b

572bp

Abbildung 15. Schematische Darstellung der TETZ2-Exonstruktur und der SpleilSvarianten zwischen
Exons 3 und 6. Die Positionen der Start- und Stoppkodons (Pfeil und Strich) sowie die Position des
Primerpaars 12 (12F und 12 R) sind angezeigt. Bekannte Spleil3varianten sind schwarz, die postulierte
SpleiBvariante inklusive des neu beschriebenen Exons 3b rot dargestellt. Zusétzlich sind die
resultierenden Fragmentldngen einer PCR mit S12 aus cDNA (vgl. Abbildung 11) fiir die verschiedenen
SpleiBvarianten in schwarz (bekannt) und rot (inklusive Exon 3b) angegeben.
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3.3.3 Expression von Exon 3b in den verschiedenen Patientengruppen

Exon 3b konnte durch Sequenzierung (vergleiche Abbildung 12) in 10/33 (30%, von
einer Probe keine cDNA mehr verfugbar) und durch PCR in 16/26 (62%, von acht
Proben keine cDNA mehr verfigbar, Abbildung 13) JAK2V617F-positiven Proben

nachgewiesen werden (zusammgefasst in Tabelle 16).

Tabelle 16. TET2: pathologische Mutationen und SpleiBvarianten in der JAK2V617F-Gruppe. Seq: Exon
PCR: Exon durch PCR nachgewiesen. nd: aufgrund

durch Sequenzierung nachgewiesen.

Materialmangels nicht durchgefiihrt.

Alternatives SpleiRen
Patient Tzitzhmg:g:‘:n Exon 3b Skip E4 Skip E6
Seq PCR Seq PCR Seq PCR
H1 ja
H2 ja ja ja ja ja
H3 ja nd ja nd ja nd
H4 ja ja ja
H5 ja ja nd nd ja nd
H6 ja ja ja ja
H7 ja ja ja ja ja ja
H8 ja ja ja ja
H9 ja ja
H10 ja ja ja
H11 ja ja
H12 ja ja ja ja ja ja
H13 nd nd ja nd
H14 ja ja ja ja
H15 ja nd nd nd
H16 nd ja nd nd
H17 ja ja ja ja ja
H18 ja ja ja ja nd
H19 ja ja ja ja ja ja ja
H20 ja ja ja ja ja ja
H21 ja ja ja ja nd
H22 ja ja
H23 nd nd nd
H24 ja nd nd nd nd nd nd
L1 ja ja ja ja
L2 ja ja ja ja ja
L3 ja ja ja
L4 ja ja ja ja ja
L5 ja ja ja ja ja ja
L6 ja ja ja ja ja ja
L7 ja nd ja nd nd nd
L8 ja ja ja ja ja nd ja
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L9 ja ja ja ja ja

L10 ja ja ja ja ja
Gesamt 11/34 10/33 16/26 23/33 17126 24/31 24/24

Im Gegensatz dazu konnte Exon 3b (sei es durch Sequenzierung oder durch PCR)
weder in den BCR/ABL-positiven Proben (0/10 und 0/10, Tabelle 17 und Abbildung
16A) noch in einer der untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden (0/18 und 0/18,
Tabelle 18 und Abbildung 16B).

TET2cDNA S12F / S12R
A M BCR/ABL-pos cDNA DNAN M
C10 C9 C8 C7 C6 C5 C4 C3 C2 C1
2000 .« —
1000 .. o
500 .. :
ST T -
250 . -
100
& TET2cDNA S12F / S12R
B Zelllinien cDNA CML DN M

1 12 18 9 3 10 1 6 4 8 2 ool 5§ 15 13 16

2000
1000

500

250

100

Abbildung 16. Agarosegelelektrophorese der Produkte einer Taqg-PCR mit Primerpaar S12 aus der
cDNA BCR-ABL-positiver Proben (Gel A, C1-C10, vgl. Tabelle 3) und der Zelllinien (Gel B, 1-16, zur
Zuordnung der Proben siehe Tabelle 18). M: Marker, Fragmentldngen am linken Rand in bp. D: humane
DNA (Kontrolle), N: Negativkontrolle (keine Template zugegeben). Die schwarzen Pfeile am rechten
Rand zeigen die erwarteten Produktldngen (281bp und 372bp), das Produkt >500bp fehlt.

Der direkte Vergleich der beiden Patientengruppen mittels Fisher's Exact Test zeigt
fur die Sequenzierung keine Signifikanz (10/33 vs. 0/10, p=0.084), jedoch fur die PCR
(16/26 vs. 0/10, p=0.001) — wobei es sich in beiden Fallen um qualitative
Nachweismethoden handelt und die Sequenzierung die geringere Sensitivitat aufweist.
Vergleicht man die Patientenproben, in denen eine pathologische Mutation und/oder

Exon 3b (durch Sequenzierung) nachgewiesen werden konnte, zeigt sich wiederum ein
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signifikanter Unterschied zwischen JAK2V617F-positiven (18/34) und BCR/ABL-

positiven (0/10) Proben (p=0.03).

Tabelle 17. TET2: Pathologische Mutationen und SpleiBvarianten in der BCR/ABL-Gruppe. Seq: Exon
durch Sequenzierung nachgewiesen. PCR: Exon durch PCR nachgewiesen.

Alternatives SpleiRen
Patient L rag 009> ExonE3b  SkipE4 Skip E6
Seq PCR Seq PCR Seq PCR
c1 ja ja ja
Cc2 ja ja ja ja
C3 ja ja ja
ca ja ja
C5 ja ja ja ja
C6 ja ja ja
c7 ja ja ja
cs ja ja
c9 ja ja
Cc10 ja ja ja
Gesamt 0/10 0/10 0/10 2/10 7/10 10/10 10/10

Tabelle 18. TET2: Pathologische Mutationen und SpleiBvarianten in den untersuchten Zelllinien. Seq:
Exon durch Sequenzierung nachgewiesen. PCR: Exon durch PCR nachgewiesen.

Alternatives SpleiRen
Zelllinie TE‘?’tzh;:Sg:g:: . Exon 3b Skip E4 Skip E6
Seq PCR Seq PCR Seq PCR

1 EOL-1 ja
2 HEL ja
3  HL-60 ja ja
4 HT93 ja
5 Kasumi-1 ja ja
6 KG-1 ja
7 MOLM-13

8 Mv-4 ja
9 NB4 ja ja ja
10 OCI-AML2 ja
11 OCI-AML3 ja
12 PL-21
13  K-562
14 KCL-22
15 KU-812
16 LAMA-87
17 MOLM-20 ja ja
18 U-937 ja

Gesamt 0/18 0/18 1/18 2/18 2/18 11/18
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3.3.4 Alternatives SpleiRlen von Exon 4

Zusatzlich konnte in den Sequenzierreaktionen ein Skipping von Exon 4 (Abbildung
15), welches aufgrund seiner Lange (91 bp) ebenfalls zu einem frameshift und zu einem
trunkierten Protein fuhrt, in 23/33 JAK2V617F-positiven aber nur in 2/10 BCR/ABL-

positiven Proben nachgewiesen werden (p=0.009, Tabelle 16, Tabelle 17).

In der PCR ist allerdings auch in einigen BCR/ABL-positiven Proben ein (wenn auch
sehr schwaches) 281 bp-Band fur Exon 4-Skipping zu erahnen (Abbildung 16A), in der
PCR daher 17/26 vs 7/10 (p=1.00). In den Zelllinien war Exon 4-Skipping allerdings nur
in 1/18 (Sequenzierung, Tabelle 18) bzw. 2/18 (Abbildung 16B) nachzuweisen.

3.3.5 Alternatives SpleiBen von Exon 6 — ein hédufiges Ereignis in allen

untersuchten Gruppen

Skipping von Exon 6 (Abbildung 17) ist aktuell noch nicht als SpleiRvariante

beschrieben® und fuhrt ebenfalls zu einem frameshift.

364 bp

155bp

2

1

3 456 78 910 11

Abbildung 17. Schematische Darstellung der TET2-Exonstruktur und der SpleiBvarianten von Exon 6.
Die Positionen der Start- und Stoppcodons (Pfeil und Strich) sowie die Position des Primerpaars S13 sind
angezeigt. Bekannte SpleiBvarianten sind schwarz, die postulierte SpleiBvariante ohne Exon 6 rot
dargestellt. Zusétzlich sind die resultierenden Fragmentléngen einer PCR mit Primern 13F und 13R aus
cDNA (vgl. Abbildung 18) fiir die verschiedenen SpleilBvarianten in schwarz (bekannt, 365bp) und rot
(ohne Exon 6, 155bp) angegeben.
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Skipping von Exon 6 war allerdings in beiden Patientengruppen haufig nachweisbar
(Sequenzierung 24/31 [Tabelle 16] vs. 10/10 [Tabelle 17], p=0.164; PCR 24/24
[Abbildung 18] vs. 10/10 [Abbildung 19]).

TET2cDNA S13F / S13R
M JAK2V617F-pos cDNA DN M

1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 LA0
2000 - —
1000 e —
500 ; -

- e-- -
250 e

- - . - - -
100 &0

Abbildung 18. Agarosegelelektrophorese der Produkte einer Taq-PCR mit Primerpaar S13 aus der
cDNA JAK2V617F-positiver Proben (L1-L10, vgl. Tabelle 5). M: Marker, Fragmentldngen am linken Rand.
D: humane DNA (Kontrolle), N: Negativkontrolle (keine Template zugegeben). Die schwarzen Pfeile am
rechten Rand zeigen die Produkte mit (364 bp, oben) und ohne Exon 6 (155 bp, unten).

TET2cDNA S13F / S13R
M BCR/ABL-pos cDNA DNA'N ™M
C10 C9 C8 C7 C6 C5 C4 C3 C2 CA
2000
1000 s
500 ww
- e e e e e -_—
250
—
100

Abbildung 19. Agarosegelelektrophorese der Produkte einer Taqg-PCR mit Primerpaar S13 aus der
cDNA BCR-ABL-positiver Proben (C1-C10, vgl. Tabelle 3). M: Marker, Fragmentldngen am linken Rand.
DNA: humane DNA (Kontrolle), N: Negativkontrolle (keine Template zugegeben). Die schwarzen Pfeile
am rechten Rand zeigen die Produkte mit (364 bp, oben) und ohne Exon 6 (155 bp, unten).

In den Zelllinien konnte Skipping von Exon 6 in 2/18 (Sequenzierung, Tabelle 18)
bzw. 11/18 (PCR, Abbildung 20) gezeigt werden.
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Abbildung 20. Agarosegelelektrophorese der Produkte einer Taq-PCR mit Primerpaar S13 aus der
cDNA der Zelllinien (zur Zuordnung der Proben siehe Tabelle 18). M: Marker, Fragmentldngen am linken
Rand in bp. D: humane DNA (Kontrolle), N: Negativkontrolle (keine Template zugegeben). Die schwarzen
Pfeile am rechten Rand zeigen die Produkte mit (364 bp, oben) und ohne Exon 6 (155 bp, unten).
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4. Diskussion

Die Untersuchungen zeigen, dass die Detektion von TET2-Mutationen mittels
Kapillarsequenzierung von cDNA moglich ist. Die Frequenz von TETZ2-Mutationen war
in den untersuchten JAK2V617F-positiven Proben signifikant hoher als in den
untersuchten BCR/ABL-positiven Proben. Es bestand kein Unterschied in der Frequenz
von TET2-Mutationen zwischen hoch und niedrig JAK2V617F-positiven Proben.
Darlber hinaus fiel auf, dass alternatives Spleilen von TET2 in MPN haufig ist, dass
auch bisher nicht beschriebene Spleildvarianten auftreten kdnnen, und dass sich die
Frequenz dieser mdglicherweise als aberrant einzuordnenden Spleil3varianten in den

untersuchten myeloischen Neoplasien unterscheidet.

4.1 Kapillarsequenzierung von cDNA zur Detektion von TET2-

Mutationen in myeloischen Neoplasien

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Detektion von TET2-Mutationen in
myeloischen Neoplasien mittels Kapillarsequenzierung aus cDNA grundsatzlich moglich
ist. Einschrankend ist festzuhalten, dass die Frequenz von alternativem Spleil3en
gerade in den JAK2V617F-positiven MPN (Tabelle 16) so hoch ist, dass der Aufwand
fur die Sequenzierung aufgrund der dann auftretenden Ubereinanderliegenden
Sequenzen (Abbildung 12) im Vergleich zu anderen Ansatzen prohibitiv hoch ist.
Darlber hinaus kann es durch die (in einigen Fallen als nested PCR, also doppelt
durchgefiihrte) PCR der cDNA auch bei Verwendung einer DNA-Polymerase mit proof-
reading-Aktivitat zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen kommen,

welche die Spezifizitat der Methode einschranken.

Alternativen waren insbesondere die Kapillarsequenzierung der einzelnen Exons
aus DNA unter der Verwendung leistungsfahigerer Gerate (multiple Kapillaren, 800 bp
pro Sequenzierreaktion, inklusive Abgleich mit somatischer Patienten-DNA,
beispielsweise aus T-Lymphozyten) oder die Pyrosequenzierung.”* Letztere Methode
steigert auch, gerade bei der Detektion von Mutationen vor einem somatischen

Hintergrund, die Sensitivitat der Mutationsanalyse.
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4.2 Frequenz von pathologischen TET2-Mutationen

Die Aussagekraft der vorliegenden Untersuchung zur Frequenz von pathologischen
TET2-Mutationen ist auch aufgrund der methodenbedingt geringen Fallzahl

eingeschrankt.

4.2.1 Zelllinien

Weder in den AML- (0/12) noch den CML- Zelllinien (0/4) konnten TET2-Mutationen
nachgewiesen werden. Dies ist vereinbar mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen, die eine Mutationsfrequenz von 10% in der AML*" und 2% bis 10% in

der CML*'*? nachwiesen (siehe auch Tabelle 1).

In der Zellinie MOLM-20 fanden sich zwei frameshift-Mutationen. Hier ist
anzumerken, dass in dieser Zelllinie eine Translokation t(4;11)(q21;923) vorhanden ist
welche das Gen MLL betrifft.”" MLL kodiert eine Histonmethyltransferase’’®, die
ebenfalls eine Rolle bei der Transkriptionskontrolle spielt und sie war der
Fusionspartner von TET1 in den Patienten, in denen TET1 erstmals beschrieben

wurde.?2°

4.2.2 Patientenproben

Insbesondere bei der Einordung der Ergebnisse der Mutationsanalyse in den
Patientenproben sind Selektionseffekte zu berlcksichtigen. Zum einen wurden nur
Patienten einer Universitatsklinik untersucht, was einen ersten Selektionsschritt
darstellt: Hier kann eine Patientenselektion sowohl durch die zuweisenden Arzte als
auch durch die Patienten selbst eine Rolle spielen. Zum anderen wurden die Proben
abhangig vom Ergebnis einer anderen Untersuchung (hochpositiver BCR/ABL-

Nachweis, hoch- bzw. niedrigpositive JAK2V617F-Schmelzkurvenanalyse) ausgewahlt.

4.2.2.1 BCR/ABL-Gruppe

In Analogie zu den vier untersuchten CML-Zelllinien konnte in keiner der zehn
Proben BCR/ABL-positiver Patienten eine TET2-Mutation nachgewiesen werden. In der

Literatur sind TET2-Mutationen in CML-Patienten beschrieben*'*? (siehe auch Tabelle
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1). Diese wurden allerdings nur bei Patienten in der akzelerierten Phase oder
Blastenphase®' beziehungsweise im Rahmen einer akuten myeloischen Transformation

festgestellt.*?

Dahingegen waren 9/10 der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientenproben
bei Erstdiagnose entnommen und 7/10 Patienten befanden sich in der chronischen
Phase der Erkrankung, so dass auch diese Ergebnisse im Einklang mit bisher
publizierten Daten stehen und den Eindruck verstarken, dass TET2-Mutationen eher in

fortgeschrittenen Phasen der CML auftreten.

4.2.2.2 JAK2V617F-Gruppe

Die hier festgestellte Frequenz von TET2-Mutationen in JAK2V617F-positiven MPN
(11/34, 32%) ist etwas hoher als bisher publiziert (8-20%, siehe Tabelle 1).34373°

Als Ursachen fur diese Diskrepanz konnen in erster Linie die kleine Fallzahl sowie
die bereits angesprochenen Selektionseffekte gesehen werden. Daruber hinaus waren
im hier untersuchten JAK2V617F-positiven Kollektiv zwei Falle von sekundarer AML
vertreten. In dieser Gruppe waren TET2-Mutationen in 24-43%%%%° der Falle
beschrieben worden und auch in der vorliegenden Untersuchung war eine TET2-

Mutation in einem von zwei Fallen nachweisbar (Tabelle 16, H17 und H22).

Die Auswahl der in der JAK2V617F-Schmelzkurvenanalyse hochpositiven Proben
erfolgte aufgrund der Tatsache, dass in einem Knochenmarksaspirat neben dem
malignen Klon auch immer somatische Zellen und damit somatische DNA vorhanden
ist. Die Sensitivitat der Kettenabbruchsequenzierung zur Mutationsdetektion nimmt ab,
je mehr somatische DNA in einer untersuchten Probe vorhanden ist, da das Wildtyp-
Signal ein mutiertes Signal Uberlagert. Ein hochpositives Ergebnis der JAK2V617F-
Schmelzkurvenanalyse deutet also darauf hin, dass in der untersuchten Probe der
Anteil des JAK2-mutierten Klons relativ zum somatischen Hintergrund hoch ist. Wenn
nun sowohl TET2- als auch JAK2-Mutationen im selben Klon vorhanden sind, sollte die

Sensitivitat der TET2-Mutationsanalyse in JAK2-hochpositiven Proben erhoht sein.

Allerdings bestand kein Unterschied in der Frequenz von TET2-Mutationen
zwischen den hochpositiven und niedrigpositiven Proben (7/24 vs. 4/10, p=0.692).
Dieses Ergebnis lasst nun (wiederum eingeschrankt durch die geringe Fallzahl)

verschiedene Interpretationen zu: Zum einen konnte die Sensitivitat der
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Kettenabbruchsequenzierung im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen nicht, wie
angenommen, limitierend sein. Andererseits konnen im Laufe der klonalen Evolution
von MPN verschiedene Mutationen entweder parallel in unabhangigen Klonen’” oder
nacheinander im selben Klon auftreten, so dass zu einem gegebenen
Untersuchungszeitpunkt verschiedene Subklone (jeweils mit oder ohne JAK2- bzw.
TET2- Mutationen) angenommen werden konnen. Die Tatsache, dass TET2-Mutationen
durch Kettenabbruchsequenzierung nachgewiesen werden konnen, auch ohne dass
bereits ein dominanter JAK2V617F-Klon mit einem hochpositiven
Schmelzkurvenanalysenergebnis vorliegt, kann also als Hinweis darauf gewertet
werden, dass TET2-Mutationen im Laufe der klonalen Evolution vor JAK2-Mutationen
auftreten. Die Datenlage =zu dieser Frage ist allerdings komplex: Friuhe

Klonalitatsanalysen®>?

sprachen fur ein spates Auftreten von JAK2-Mutationen und die
Transplantationsexperimente von Delhommeau et al** wiesen auf ein Auftreten von
TET2- vor JAK2-Mutationen hin. Andererseits wurden bei der Analyse von Familien mit
erblichen MPN  keine erblichen TET2-Mutationen  nachgewiesen®  und
Klonalitatsanalysen an sekundaren AML nach JAK2V617F-positiven MPN zeigen einen
hohen Grad an klonaler Heterogenitat, da TET2-Mutationen sowohl vor als auch nach

JAK2-Mutationen nachgewiesen werden konnten.”®

4.2.2.3 Vergleich der Mutationsfrequenzen in den beiden Patientengruppen

In den insgesamt 44 untersuchten Patientenproben ergab sich ein signifikanter
Unterschied in der Frequenz von TET2-Mutationen zwischen der JAK2V617F- und der
BCR/ABL-Gruppe (p=0.046). Dieser Unterschied ist mit publizierten Daten vereinbar
(siehe Tabelle 1) und deutet darauf hin, dass TET2-Mutationen in der Pathogenese
JAK2V617F-positiver MPN auf der einen und der CML auf der anderen Seite eine

unterschiedliche Rolle spielen.

4.3 Alternatives SpleiBen fiihrt zur Inaktivierung von TET2

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer schnellen und
kostengunstigen Methode zur TET2-Mutationsanalyse. Eine der Schwierigkeiten der
gewahlten Methode, also der Sequenzierung von cDNA, bestand jedoch in der

Beobachtung von neuen, teils noch nicht beschriebenen alternativen Spleil3varianten
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von TET2. Dies erhdhte zwar den experimentellen Aufwand. Andererseits ermdglichte

gerade die Analyse der cDNA die Beschreibung dieser neuen Varianten.

Diese bestand in Einzelnen im Nachweis eines weiteren Exons, Exon 3b, durch
cDNA-Sequenzierung und der Segmentlangenanalyse von PCR-Produkten aus cDNA
in MPN, sowie der Beschreibung des Skippings von Exon 4. Beide Ereignisse traten in
den JAK2V617F-positiven Patientenproben haufiger als in BCR/ABL-positiven Proben
auf und beide haben eine Trunkierung und damit Inaktivierung des Tumor-Suppressor-
Proteins TET2 zur Folge. Diese Beobachtungen legen nahe, dass aberrantes
alternatives Spleilden einen weiteren Mechanismus zur Inaktivierung von TETZ2 in
myeloproliferativen Neoplasien darstellt und dass dieser in JAK2V617F-positiven MPN
haufiger Auftritt als in der CML.

4.3.1 Grenzen der vorliegenden Analyse alternativen SpleiBens von TET2

Das Auftreten unerwarteter Sequenzen in der Sequenzierung aus cDNA nach PCR
wurde initial als potentielles Artefakt mehrfacher PCR-Schritte gewertet. Allerdings
waren alle Primerpaare mit Blast gegen humane mRNA-Bibliotheken getestet worden.
Des Weiteren konnte diese Mdglichkeit durch die Fragmentlangenanalyse nach direkter
PCR aus cDNA ausgeschlossen werden. Die Negativ- und Positivkontrollen in diesen

Experimenten konnten Kontaminationen ausschliel3en.

Die hier durchgeflihrten Experimente weisen demnach alternatives Spleillen von
TET2 in MPN nach. Allerdings handelt es sich sowohl bei der Sequenzierung als auch
bei Fragmentlangenanalyse um qualitative Verfahren, die keine Quantifizierung der
verschiedenen Spleildvarianten relativ zueinander zulassen. Eine solche Quantifizierung
konnte durch eine quantitative real-time PCR unter Benutzung spezifischer Primerpaare

fur die einzelnen Spleildvarianten erreicht werden.

4.4 Alternatives SpleiBen in hdmatologischen Erkrankungen

Das alternative Spleiltien von mRNA stellt einen hochflexiblen Kontrollmechanismus
fur die Genexpression in Eukaryoten dar, der auch in der Pathogenese maligner
Erkrankungen eine Rolle spielt (fiir eine Ubersicht siehe David & Manley, 2010%).
Schon 2006 wurde aberrantes alternatives Spleilden von interferon regulatory factor-1
(IRF-1) in CD34+ hamatopoietischen Vorlauferzellen von MDS-Patienten
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nachgewiesen.?' Im Jahr 2011 zeigte eine Sequenzierungsstudie des gesamten Exoms
von 29 Patienten mit MDS haufige Mutationen in Genen wie U2AF35 oder SF3B1, die
Kernbestandteile der Splei3-Maschinerie, des sogenannten Spliceosoms, kodieren.
Diese konnten, wenn auch seltener, auch in Patienten mit MPN gefunden werden.??
Auch von weiteren Arbeitsgruppen wurden Mutationen des Spliceosoms in MDS
nachgewiesen.®*®* Dariiber hinaus fanden sich Mutationen eines weiteren Spliceosom-
Gens, des serinine/arginine rich splicing factor 2 (SRSF2) in 19% von 53 Patienten mit
einer sekundiren AML nach MPN.®® Von besonderer Relevanz fiir die vorliegende
Arbeit ist die Entdeckung, dass in Patienten mit MDS und nachgewiesener Mutation von
U2AF1 mittels deep sequencing von mMRNA aberrantes SpleiRen von TET2,

insbesondere zwischen Intron 5 und Exon 6, gezeigt werden konnte.®

4.5 TET2: Viele Wege zur Inaktivierung eines Tumorsuppressors

Damit liegt die Hypothese nahe, dass das hier festgestellte aberrante alternative
Spleien von TET2 auch in den MPN Folge einer durch Mutationen ausgeldsten
Dysfunktion des SpleiRapparates sein konnte. Makishima et al. postulieren dies auf der
Basis ihrer Untersuchungen in MDS bereits als einen neuen und universellen
Mechanismus der Genese hamatologischer Malignome.®® Im Falle der MPN sind
allerdings weitere Untersuchungen notwendig, bevor ein kausaler Zusammenhang

postuliert werden kann.

Etwas weiter gefasst ware aberrantes alternatives SpleiRen damit ein weiterer
,Pfad“, der es einem malignen Klon erlaubt, die Funktion eines Tumorsuppressors wie
TET2 zu verlieren. Neben den in der Einleitung schon beschriebenen chromosomalen
Deletionen und inaktivierenden Mutationen mit oder ohne Verlust der Heterozygotie®*
konnte auch aberrantes alternatives Spleiften zu einem kompetitiven Wachstumsvorteil

ahnlich eines TET2”  knock-outs“***” fiihren.

4.6 Multiple Ebenen der Transkriptionskontrolle in Tumorzellen

Aus noch grolerer Distanz betrachtet, ergibt sich das Bild multipler miteinander
interagierender Ebenen der Proteinsynthese, auf denen ein Kontrollverlust zur Genese
von Neoplasien fuhren kann: Chromosomale Stabilitat, Stabilitdt des genetischen

Codes, Stabilitat der epigenetischen Modifikationen, Stabilitat der mRNA und eben auch
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die Stabilitat der Spliceosoms. Noch weiter gedacht, fihrt dieser Bogen Uber die

Stabilitat posttranslationaler Modifikationen bis zu Stabilitat des Proteinabbaus.

TET2 zeigt beispielhaft die Interaktion dieser Ebenen, da es selbst epigenetische
Modifikationen steuert, aber seine Funktion wiederum von allen anderen Ebenen (also
durch Deletion, Mutation oder aberrantes alternatives Spleilen) ,bedroht ist. Ein
weiteres Beispiel fur derartige Interaktionen auf unterschiedlichen Kontrollebenen
stellen Experimente dar, die zeigen, dass auch epigenetische DNA-Modifikationen das

alternative SpleiRen eines Genprodukts beeinflussen kdnnen.?®’

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen inaktivierenden Veranderungen von
TET2 durch Mutationen und aberrantes alternatives Spleilden betreffen also nur einen
winzigen Ausschnitt der komplexen Interaktionen und Prozesse auf dem Weg einer
hamatopoetischen Zelle in Richtung Malignitat. Allerdings veranschaulicht bereits dieser
winzige Ausschnitt eindrucksvoll die Komplexitdt des Gesamtsystems. Mit dem
aberranten alternativen Splei3en vermittelt er einen Einblick in einen bis vor kurzem so

gut wie unbekannten Prozess in der Genese hamatologischer Neoplasien.
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5. Zusammenfassung

Ten-eleven translocation 2 (TET2) katalysiert die Oxidation von 5-Methylcytosin in
Desoxyribonukleinsgure (DNA) und damit einen entscheidenden Schritt der
epigenetischen Expressionskontrolle. TET2-Mutationen spielen eine Rolle bei der
Pathogenese maligner hamatologischer Erkrankungen und sind, beispielsweise in der
akuten myeloischen Leukamie (AML), von prognostischer Relevanz. Initiale Zielsetzung
der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer schnellen und kostengunstigen
Methode zur TET2-Mutationsanalyse fur die klinische Praxis. Aufgrund des zur
Verfligung stehenden Einkapillarsequenzierers (Applied Biosystems ABI310) und da
Mutationen Uber die gesamte Lange des Gens auf multiplen Exons gefunden werden
kénnen, bot sich die Kapillarsequenzierung, basierend auf der Amplifikation von 1400
bp langen cDNA Fragmenten aus Knochenmarksaspiraten, als Methode an. Neben 18
humanen Zelllinien wurden 34 Patientenproben mit myeloproliferativen Neoplasien
(MPN) und nachgewiesener aktivierender Mutation der Janus Kinase 2 (JAK2V617F)
und zum Vergleich 10 Patientenproben mit chronischer myeloischer Leukdmie (CML)
und Nachweis des Fusionsgens BCR/ABL untersucht. Alle trunkierenden Mutationen
(also frameshift- und nonsense- Mutationen) wurden als pathologisch gewertet, ebenso
wie alle missense-Mutationen im Bereich der zwischen allen Mitgliedern der TET-

Genfamilie konservierten homeoboxes 1 und 2.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Detektion von TET2-Mutationen in
myeloischen Neoplasien mittels Kapillarsequenzierung aus komplementarer DNA
(cDNA) grundsatzlich maéglich ist. Weder in den zwolIf untersuchten AML-Zelllinien noch
in den vier untersuchten CML-Zelllinien fanden sich pathologische TET2-Mutationen.
Einzig in MOLM-20, einer Schwesterzelllinie von CNLBC1, welche aus dem peripheren
Blut einer Patientin mit Chronischer Neutrophiler Leukamie (CNL) etabliert worden war,
zeigten sich zwei pathologische TET2-Mutationen. Es bestand ein signifikanter
(p=0.046) Unterschied in der Frequenz von pathologischen TET2-Mutationen zwischen
den JAK2V617F-positiven Proben (11/34, 32%) und den BCR/ABL-positiven Proben
(0/10). Dies deutet darauf hin, dass TET2-Mutationen bei der Pathogenese
JAK2V617F-positiver MPN auf der einen und der CML auf der anderen Seite eine

unterschiedliche Rolle spielen.
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Da in einem Knochenmarksaspirat neben dem malignen Klon auch somatische
Zellen und damit somatische DNAs vorliegen und die Sensitivitat der
Kettenabbruchsequenzierung zur Mutationsdetektion abnimmt, je mehr somatische
DNA in einer untersuchten Probe vorhanden ist, erfolgte die Auswahl von in der
JAK2V617F-Schmelzkurvenanalyse hochpositiven Proben unter der Annahme, dass in
diesen Proben der Anteil des JAK2-mutierten Klons relativ zum somatischen
Hintergrund hoch ist. Zum Vergleich wurden auch Proben mit einem niedrigpositiven
Ergebnis der JAK2V617F-Schmelzkurvenanalyse untersucht. Allerdings bestand kein
Unterschied in der Frequenz von TET2-Mutationen zwischen den hochpositiven und
niedrigpositiven Proben (7/24 vs. 4/10, p=0.692). Die Tatsache, dass TET2-Mutationen
durch Kettenabbruchsequenzierung nachgewiesen werden konnen, auch ohne dass
bereits ein dominanter JAK2V617F-Klon mit einem hochpositiven Schmelzkurven-
analysenergebnis vorliegt, kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass TET2-

Mutationen im Laufe der klonalen Evolution vor JAK2-Mutationen auftreten.

Die hier gewahlte Methode der Sequenzierung von cDNA er6ffnete die Moglichkeit
der Beschreibung von neuen, teils noch unbekannten alternativen Splei3varianten von
TET2. Dies bestand im Einzelnen im Nachweis eines weiteren Exons, Exon 3b, durch
cDNA-Sequenzierung und Segmentlangenanalyse von PCR-Produkten aus cDNA in
MPN sowie der Beschreibung des Skippings von Exon 4. Beide Ereignisse traten in den
JAK2V617F-positiven Patientenproben haufiger auf als in BCR/ABL-positiven Proben
und beide haben eine Trunkierung und damit Inaktivierung des Tumor-Suppressor-

Proteins TET2 zur Folge.

Das alternative Spleilen von Boten-RNA (mRNA) stellt einen hochflexiblen
Kontrollmechanismus fur die Genexpression in Eukaryoten dar, der auch in der
Pathogenese maligner Erkrankungen eine Rolle spielt. Im Lichte der Entdeckung
haufiger Mutationen von Genen des Spliceosoms in hamatologischen Neoplasien im
Jahr 2011 und damit assoziiertem aberrantem Spleilen von Genen wie TET2 legen
diese Beobachtungen nahe, dass aberrantes alternatives Spleilen einen weiteren
Mechanismus zur Inaktivierung von TETZ2 in myeloproliferativen Neoplasien darstellt
und dass dieser in JAK2V617F-positiven MPN haufiger auftritt als in der CML,
beziehungsweise der AML. Insbesondere das Auftreten trunkierender Exon 3B
Insertionstranskripte war hochsignifikant mit myeloproliferativen Erkrankungen

ausserhalb des CML/AML Formenkreises assoziiert.
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