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Abklrzungen

In der deutschen Sprache gebrauchliche Abklrzungen, physikalische Einheiten

und von der IUPAC festgelegte Abkurzungen werden nicht gesondert aufgefuhrt.

AIDS Acquired immune deficiency syndrome
AML akute myeloische Leukamie

AK Antikorper

ATM ataxia telangiectasia mutated
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BFU-E burst forming unit erythrocytes

BSA bovines Serumalbumin
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CD cluster of differentiation
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CEL chronische Eosinophilen-Leukamie

CIS cytokine inducible SH2 containing protein
CMML chronische myelomonozytare Leukamie
CMXRos Derivat von X-Rosamin

CNL chronische Neutrophilen-Leukamie

Cy3 Indocarbocyanin

Cy5 Indodicarbocyanin

DAPCO (1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)octan)
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Del Deletion
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DNA Desoxyribonukleinsaure
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EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EEC endogenous erythroid colonie

EPO Erythropoietin

ERK extracellular signal related kinase
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| Einleitung

1.1 Myelodysplastische und myeloproliferative Syndrome

Die Klassifikation der klonalen Erkrankungen der myeloischen Zellreihen des
Knochenmarks unterscheidet seit Jahrzehnten zwei groRe Gruppen neben den
akuten myeloischen Leukamien: die myelodysplastischen Syndrome und die

chronischen myeloproliferativen Syndrome.

1.1.1 Myelodysplastische Syndrome

Die myelodysplastischen Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe von
Erkrankungen, die durch abnorme Proliferation und Reifungsstérungen einer
myeloischen hamatopoietischen Stammzelle im Knochenmark gekennzeichnet sind
und aufgrund derer Zytopenien im peripheren Blut bestehen (Jaffe und Harris 2001).
Myelodysplastische Syndrome sind stark altersgebunden, das mediane Alter betragt
70 Jahre. Weiterhin gibt es ein leichtes Uberwiegen des méannlichen Geschlechts
(Greenberg et al., 1997, Germing 2002). 70% der MDS-Patienten haben zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung Anamiesymptome wie Mudigkeit oder Ohrensausen
etc., 30% klagen Uber Infektionen und bei 20% konnen Zeichen einer
hamorrhagsichen Diathese gefunden werden (Germing 2002). Tabelle 1.1 zeigt

zytomorphologische Befunde im MDS-Knochenmark (nach Germing 2002)



| Einleitung 2
Tabelle 1.1: Zytomorphologische Befunde im MDS-Knochenmark (nach Germing 2002)
Zytomorphologische Befunde
Erythropoiese MDS-KM Granulomonozytopoiese MDS-KM Megakaryopoiese MDS-KM
in % in % in %
Hyperplagle der 48 | Medullarer Blastenanteil* 6 (0-29) | Reifungsstérung 70
Erythropoiese
Erythroblasten- 301, . . Hypersegmentierte
anteil* (1-92) Linksverschiebung 84 Zellen 27
Megaloblastéare erhohter Abgerundete
41 . 80 31
Zellen Promyelozytenanteil Kernsegmente
Mehrkerningkeit 19 | Auer-Stabchen 6 | Mikromegakaryozyten 32
hypogranulierte Mononukleére
Kernabsprengungen 44 Myelozyten 49 Megakaryozyten 40
. Dysplastische
Kernfaltungen 41 | Kernatypien 32 Megakaryozyten 48
Kernbriickenbildung 10 | Nypersegmentierte 26 | Zellularitit
Zellen
Atypische Mitosen 13 | Pseudo-Pelger-Zellen 46 | hypozellular 23
Zytoplas_matlsche 16 Hyperplas[e der 60 | normozellular 55
Dysplasie Granulopoiese
Sideroblastose 63 | partieller MPO-Defekt 27 | hyperzellular 22
Reifungsstérungen 94
PAS-Positivitat 26
Ringsideroblasten* 3 (0-97)
Dyserythropoiese 100 | Dysgranulopoiese 86 | Dysmegakaryopoiese 87

* Angaben in Prozent, Median und Spanne

Die Klassifikation der myelodysplastischen Syndrome befindet sich seit mehreren

Jahren aufgrund verbesserter Einblicke

in Zytogenetik und Morphologie der

Erkrankungen im Umbruch. Tabelle 1.2 zeigt die zytomorphologische Klassifikation

der MDS-Subtypen der French-American-British (FAB) Cooperative Group aus dem
Jahre 1982 (Bennett et al., 1982).
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Tabelle 1.2 FAB-Klassifizierung der myelodysplastischen Syndrome nach Bennett et al. 1982

FAB-Klassifizierung der myelodysplastischen Syndrome

Subtyp Blastenanteil andere Kriterien
Blut KM Blut KM
RA 1% <5% <15% Ringsideroblasten
RARS 1% <5% 215% Ringsideroblasten
RAEB <5% 10-19% keine Auerstabchen
RAEB-T <20% 20-29% Auerstabchen moglich
CMML <5% <20% Monozytose >1000/ul

Tabelle 1.3 zeigt die uUberarbeitete Version der World-Health-Organisation (WHO)
aus dem Jahr 2008 (Brunnig et al., in Swerdlow et al., 2008). Die wichtigsten
Neuerungen der WHO-Klassifikation bestanden 2001 in der Einflhrung neuer
Kategorien wie z.B. des MDS mit isolierter Deletion (5q), der Unterscheidung von uni-
und multilinearen Dysplasien sowie der Unterteilung der Gruppe RAEB in zwei
Untergruppen anhand des peripheren und medullaren Blastenanteils (Bennett,
2005). Diese Neuerungen wurden 2008 weitgehend Ubernommen. Zusatzlich wurde
die neue Kategorie der refraktaren Zytopenie mit unilinearer Dysplasie (RCUD)
eingefuhrt, die 3 Untergruppen, namlich refraktare Anamie, refraktare
Thrombozytopenie (RT) sowie refraktare Neutropenie (RN) umfasst (Vardiman et al.,
2009).
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Tabelle 1.3: WHO-Klassifizierung der myelodysplastischen Syndrome 2008

WHO-KIlassifizierung der myelodysplastischen Syndrome 2008

Subtyp Blastenanteil andere Kiriterien
Blut KM Blut KM
RCUD (RA, RN, RT) | <1% <5% Uni- oder Bizytopenie unilineare Dysplasie
210% der Zellen einer Reihe
sind betroffen
<15% Ringsideroblasten
RARS keine <5% Anamie nur erythroide Dysplasie
215% Ringsideroblasten
RCMD <1% <5% Bizytopenie oder Panzytopenie | Dysplasie in = 10% der Zellen
keine Auer Stabchen in min. 2 myeloiden Zelllinien
<1x10%/ Monozyten 1 15% Ringsideroblasten
keine Auer Stabchen
RAEB-1 <5% 5-9% | Zytopenien uni- oder multilineare Dysplasie
keine Auer Stabchen keine Auer Stabchen
<1x10% Monozyten
RAEB-2 5%-19% | 10-19% | Zytopenien uni- oder multilineare
Auer-Stabchen madglich Dysplasie
<1x10%/I Monozyten Auer Stabchen mdéglich
MDS-U 1% <5% Zytopenien Dysplasie in < 10% einer
keine Auer Stabchen oder mehreren myeloiden
Zelllinien, wenn die Zyto-
genetik fiir ein MDS spricht
MDS mit 5g- <1% <5% Anamie normale o. er- normale oder vermehrte
héhte Thrombozytenzahl Megakaryozyten mit
hypolobulierten Kernen
isolierte 5g- Aberration
keine Auer Stabchen

Zur Prognoseabschatzung von MDS-Patienten wurden im Laufe der Jahre mehrere
Scores entwickelt (Sanz et al., 1989; Aul et al.,, 1992; Greenberg et al., 1997;
Malcovati et al., 2007). Der Goldstandard ist das International Prognostic Scoring
System (IPSS), das 1997 entwicklet wurde. Es berucksichtigt 3 Faktoren (Tab 1.4),

auf deren Basis eine Unterteilung in 4 Risikogruppen erfolgt:

e Niedrigrisikogruppe: 0 Punkte

e Intermediar-1 Risikogruppe: 0,5-1 Punkt

e Intermediar-2 Risikogruppe 1,5-2 Punkte

e Hochrisikogruppe >2 Punkte.
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Tabelle 1.4 Variablen und Gewichtung des IPSS

Gewichtung
Variable 0 0,5 1 1,5 2
KM Blasten in % <5 5-10 11-20 21-30
Karyotyp good risk intermediate risk poor risk
Zytopenien 0-1 2-3

Definitionen der Karyotyp-Risiken siehe unten

Ein weiterer wichtiger Score ist das von Malcovati und Kollegen entwickelte WHO
adapted Prognostic Scoring System (WPSS) (Tabelle 1.5) (Malcovati et al., 2007).

Tabelle 1.5 Variablen und Gewichtung des WPSS

Gewichtung
Variable 0 1 2 3
WHO Kategorie RA, RARS, 5g- RCMD, RCMD-RS RAEB-1 RAEB-2
Karyotyp good risk intermediate risk poor risk
Transfusionsbedarf Nein regelmaRig

Der klonale Charakter der myelodysplastischen Syndrome konnte 1990 durch X-
Chromosome-Inaktivierungsmuster (XCIP) nachgewiesen werden (Tefferi et al., 1990).
Die genetischen Lasionen und molekularen Mechanismen, die fur die Initiierung
eines MDS verantwortlich sind, haben sich bislang nicht identifizieren lassen.

Chromosomenaberrationen finden sich in ca. 50% der primaren und in bis zu 80%
der Therapie-assozierten myelodysplastischen Syndrome (Hasse et al., 2007, Sole et
al., 2000 und 2005, Le Beau 1986), wobei es sich in den meisten Fallen um den
Verlust von genetischem Material handelt und nur selten um Translokationen. Etwa
30% der Patienten haben nur eine mikroskopisch erkennbare Chromosomen-
aberration, 9% weisen zwei solcher Anomalien auf und 14% sind von komplexen
Chromosomenaberrationen (=3) betroffen. Die haufigsten Anomalien sind Deletionen
der Chromosomen 5, 7, 18 und 20, Monosomie 7 und Trisomie 8, die zusammen

etwa 80% aller Karyotyp-Anomalien bei MDS ausmachen (Haase et al., 2007).
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Im Rahmen der Entwicklung des IPSS wurden 1997 drei zytogenetische
Risikogruppen etabliert (Greenberg et al., 1997):

e (Good risk: normaler Karyotyp, isolierte Y-Deletion, isolierte 5g-Deletion und

isolierte 20g-Deletion

e Poor risk: komplexer Karyotyp und/oder eine Aberration des Chromosoms 7

e Intermediate risk: alle anderen Aberrationen.
Neueren Daten der Deutsch-Osterreichischen MDS-Gruppe zufolge haben Patienten
mit Translokation des langen Arms von Chromosom 7 (medianes Uberleben 35
Monate) und Patienten mit einer Monosomie 7 (medianes Uberleben 14 Monate)
eine bessere Prognose als bisher angenommen (medianes Uberleben bei
komplexem Karyotyp 9 Monate). Der Anteil der prognostisch schlechten Aberrationen
nimmt in den FAB-Subtypen mit hdherem Blastenanteil zu und ist in der Gruppe der
Therapie-assozierten myelodysplastischen Syndrome am hochsten. Dies trifft fur die
WHO-Subtypen nicht zu (Haase et al., 2007).
Ein weiterer Faktor in der Pathogenese myelodysplastischer Syndrome ist die
mitochondriale Dysfunktion, so ist zum Beispiel das Membranpotential der
Erythroblasten bei Patienten mit RARS herabgesetzt (Matthes et al., 2000).Weiterhin
zeigen mononukledare Knochenmarkzellen von MDS-Patienten einen statistisch
signifikanten verringerten Sauerstoffverbrauch (Bowen et al.; 2002). Einen
morphologischen Hinweis auf mitochondriale Dysfunktion liefern insbesondere die
pathologischen Ringsideroblasten, die durch mitochondriale Eisentberladung
gekennzeichnet sind. Auf genetischer Ebene wurden bei 56% der MDS-Patienten
heteroplasmische Mutationen der mtDNA gefunden (Wulfert et al., 2008).
Ein weiterer bedeutender Faktor in der Pathogenese der myelodysplastischen
Syndrome ist eine erhdohte Apoptose-Rate im Knochenmark, die vermutlich durch
einen Uberschuss an proinflammatorischen Zytokinen sowie durch eine

Dysregulation der T-Lymphozyten zustande kommt (Tefferi & Vardiman, 2009).



| Einleitung 7

1.1.1.1 Myelodysplastische Syndrome mit Thrombozytose
Als Cabello et al. (2005) 317 MDS-Patienten evaluierten, fanden sie bei 7% eine

Thrombozytose, diese ist also eher selten. Bei drei MDS-Subtypen kommt eine
Thrombozytose jedoch haufiger vor, namlich bei ca. 15% der Patienten mit RARS
(Gattermann et al., 1990; Germing et al., 2000), aulRerdem bei Patienten mit isolierter
Deletion des langen Arms von Chromosom 5 (59-) (Sokal et al., 1975; Cermak et al.
2003, Giagounidis et al., 2006) und bei Patienten mit einer Aberration des langen
Arms von Chromosom 3 (Jotterand et al,.1992; Yamamoto et al., 2000).
In der WHO-KIlassifikation der hamatopoietischen und lymphoiden Neoplasien von
2001 (Jaffe und Harris 2001) wurde eine neue provisorische Kategorie eingefuhrt, die
als ,myelodysplastic/myeloproliferative disease, unclassifiable” bezeichnet wurde.
Hierzu zahlt neben der chronischen myelomonozytaren Leukamie (CMML) auch die
refraktare Anamie mit Ringsideroblasten und Thrombozytose (refractory anemia with
ringed sideroblasts associated with marked thrombocytosis; RARS-T).
Die Definitionskriterien fur RARS-T waren:

e Thrombozytenzahl > 600.000/ul

e mehrals 15% Ringsideroblasten im Knochenmark

e Ausschluss von Chromosomenanomalien, die mit Thrombozytose

einhergehen kdnnen (s.0.).

In der revidierten WHO-Klassifikation von 2008 wurde der Schwellenwert fir die
Thrombozyten auf 450.000/ul gesenkt, um eine Harmonisierung mit den Diagnose-
kriterien fur die essentielle Thrombozythamie zu erreichen. Weiterhin werden fur die
Diagnose einer RARS-T jetzt auffallig groe Megakaryozyten im Knochenmark
gefordert, ahnlich wie bei ET (Brunning et al., in Swerdlow et al., 2008).
In der vorliegenden Arbeit wird fur die RARS-T noch eine Thrombozytose von

>600.000/pl zugrunde gelegt, so wie es bislang in der Fachliteratur Gblich war.
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1.1.1.2 MDS mit isolierter Deletion (5q)
MDS mit isolierter Deletion (5q), das seit der WHO-Klassifikation von 2001 eine

eigene Entitat bildet, zeichnet sich klinisch durch makrozytare Anamie, moderate
Leukopenie, normale oder erhohte Thrombozytenzahl, charakteristisch hypolobulierte
(mononukleare) Megakaryozyten, niedriges Risiko einer AML-Transformation und
insgesamt gute Prognose aus. Aullerdem sind deutlich mehr weibliche als mannliche
Patienten betroffen (Verhaltnis 7:3) (Jaffe und Harris, 2001; Giagounidis et al., 2006).
Das Chromosom 5 codiert fir Tumorsuppressorgene und zahlreiche Gene, die flr
die Regulation der Hamatopoiese wichtig sind. Dazu zahlen Zytokine, Zytokin-
rezeptoren, Zellzyklusregulatoren, Transkriptionsfaktoren und Signalmediatoren. Der
klonale Ursprung des MDS mit isolierter Deletion (5q) konnte durch Nilsson et al.
2000 nachgewiesen werden. Die am haufigsten deletierte Region ist del(5)(q13q33).
In fast allen Fallen ist die Bande 5q31 betroffen. Auf der Suche nach dem fir die
Klinik des MDS mit isolierter Deletion (5q) verantwortlichen Gens konnte eine ,critical
deleted region” lokalisiert werden. Diese muss von der Region 5931.1 unterschieden
werden, die bei AML und anderen MDS-Typen haufig im Rahmen eines komplexen
Karyotyps deletiert ist und eher mit einer schlechten Prognose einhergeht.

Trotz Eingrenzung der moglichen pathogenetisch relevanten Gene ist es nicht
gelungen, ein bestimmtes Gen als alleinige Ursache des MDS mit isolierter Del (5q)
zu definieren. Wahrscheinlich beruht der Phanotyp auf einem Gendosiseffekt im

Sinne der Haploinsuffizienz eines oder mehrerer Gene.
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1.1.2 Die myeloproliferativen Syndrome

Die myeloproliferativen Syndrome (MPS) sind Knochenmarkserkrankungen, die
durch gesteigerte Proliferation myeloischer Zellen gekennzeichnet sind. Dabei
konnen klinisch mehrere myeloische Zellreihen oder nur die Erythropoiese oder
Megakaryopoiese im Vordergrund stehen (Skoda, 2007). Im Gegensatz zu den MDS
zeigen die MPS keine wesentlichen Proliferationsstorungen. Zu den MPS zahlen
nach der neuesten WHO-Klassifikation (Brunning et al., in Swerdlow et al., 2008) die
chronische myeloische Leukamie (CML), die Polyzythamia vera (PV), die essentielle
Thrombozythamie (ET), die idiopathische Myelofibrose (IMF), die chronische
Neutrophilen-Leukamie (CNL), die chronische eosinophile Leukamie (CEL), die
systemische Mastozytose, das hypereosinophile Syndrom sowie unklassifizierbare
MPS, die jedoch extrem selten sind. Den Zusammenhang zwischen den drei
erstgenannten Erkrankungen erkannte 1951 erstmals Dameshek. Adamson et al.
konnten dann 1976 den klonalen Ursprung der MPS mit Hilfe der X-Chromosom-
Inaktivierungsmuster (XCIP) nachweisen. Ein Teil der Patienten mit MPS weisen in
den kranken Knochenmarkszellen Chromosomenanomalien auf (ca. 15% bei PV, 5%
bei ET, 35% bei IMF und 100% bei CML). Die haufigsten Aberrationen bei PV sind
Trisomie 1, 8 und 9 sowie die Deletion 20q. Bei IMF finden sind am haufigsten die
Deletionen 13g und 20g. Weiterhin auffallig bei jeweils ca. 30% der PV- und IMF-
Patienten ist die Region 9p, in der haufig ein Verlust der Heterozygotie vorliegt.

2005 wurde von vier Arbeitsgruppen gleichzeitig beschrieben (Kravolics et al., Baxter
et al., Levine et al., James et al.), dass sich bei myeloproliferativen Syndromen haufig
die somatische Punktmutation JAK2 V617F nachweisen lasst (Tabelle 1.6).

Tabelle 1.6: Haufigkeit der JAK2 VV617F-Mutation bei myeloproliferativen Syndromen
(in Klammern der Anteil der homozygoten Mutation)

PV ET IMF
JAK2 VB617F in % JAK2 VB617F in % JAK2 VB17F in %

James et al. 89 (30) 43 43
Levine et al. 74 (25) 32 (3) 35 (9)
Kralovics et al. 65 (27) 23 (3) 57 (22)
Baxter et al. 97 (26) 57 (0) 50 (19)
Jones et al. 81 (33) 41 (7) 43 (29)
Mittelwert 99 2 39




| Einleitung 10

1.2 Targets der Mutationsanalysen bei MDS-Patienten

1.2.1 Der JAK/STAT Signaltransduktionsweqg

Der JAK/STAT Signaltransduktionsweg ist einer der wichtigsten Signalwege der
Zytokinrezeptoren. Derzeit sind vier Janus-Kinasen bekannt (JAK1, JAK2 JAKS,
Tyrosinkinase 2 [TYK2]), diese sind auf der zytoplasmatischen Seite von
Zytokinrezeptoren lokalisiert und Uben dort ihre Funktion als Phosphotyrosinkinasen

aus.

1.2.1.1 JAK2
JAK2 besteht aus 7 JAK-Homologie-Domanen (JH1-JH7). Die C-terminale JH1 ist

die Kinase-Domane, N-terminal davon ist die Pseudokinase-Domane (JH2), die das
Enzym in unstimuliertem Zustand inhibiert. Die Domanen JH3-JH7 bewirken die

Rezeptorbindung.

1.2.1.2 JAK2 V617F

Punktmutationen, die den Aminosaureaustausch V617F im JAK2-Gen bewirken,
fuhren in hamatopoietischen Zellen zu Hypersensitivitat bzw. Unabhangigkeit
gegenuber Wachstumsfaktoren. Der Austausch der Aminosaure Valin gegen die
aromatische Aminosaure Phenylalanin in der Pseudokinase-Domane des JAK2-Gens
bedingt, dass die Pseudokinase-Doméane den Aktivierungs-Loop der Kinase-Domane
nicht mehr blockieren kann. Somit kommt es zur konstitutiven Aktivierung der JAK2
(Baxter et al., 2005). Die Hypersensitivitat gegenuber Wachstumsfaktoren erklart sich
dadurch, dass nach Bindung eines Liganden und konsekutiver
Konformationsanderung des Rezeptors die Transphosphorylierung des mutierten
JAK-Enzyms erleichtert ist.

Steensma et al. (2005) konnten eine JAK2-Mutation bei 5 von 101 MDS-Patienten
nachweisen. Ohyashiki et al. untersuchten Patienten, die als Folge verschiedener
Knochenmarkserkrankungen eine Myelofibrose (MF) entwickelt hatten und fanden
die JAK2 V617F-Mutation bei zwei von sechs MDS-Patienten mit MF (2005). Bei 38

MDS-Patienten ohne MF fanden sie die Mutation nicht.
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Abbildung 1.1 Signaltransduktion Gber JAK2

Die Bindung des Liganden, z.B. EPO, an den entsprechenden Zytokinrezeptor induziert eine
Konformationsédnderung des Rezeptors, die es JAK2 ermdéglicht, sich zu transphosphorylieren und
damit in den aktivierten Zustand Uberzugehen. Im aktivierten Zustand phosphorylieren Janus-Kinasen
Tyrosinreste auf der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors. Letztere fungieren als Bindungsstellen
fur Proteine mit SH2-Domane, z.B. STAT-Proteine (signal transducers and activators of transcription).
Nach der Bindung werden die STATs durch Janus-Kinasen phosphoryliert, verlassen dann den
Rezeptor, um Homo- oder Heterodimere zu bilden und in den Nukleus zu translozieren, wo sie an der
DNA an das sog. GAS-Element 5" TT(N4-6)AA 3" binden und dadurch Koaktivatoren stimulieren. Die
Signalkaskade fiihrt letztlich zur Expression, selten auch Repression, bestimmter Zielproteine.

Gleichzeitig mit der Bindung der STATs kann die Tyrosinphosphatase Shp-2 an die phosphorylierten
Tyrosinreste des Rezeptors binden. Uber zwei Adapterproteine Grb2 und SOS wird das G-Protein Ras
aktiviert, durch eine weitere Kaskade wird ERK aktiviert, die ihrerseits weitere Transkriptionsfaktoren
phosphoryliert.

Die Janus-Kinase aktiviert auRerdem den PI3-Kinase-Signalweg.

Der JAK2/STAT-Signalweg wird Uber zahlreiche Wege reguliert und inhibiert. Verschiedene
spezifische Inhibitoren sind bekannt. Eine direkte Feedback-Hemmung erfolgt durch die SOCS
(suppressor of cytokine signalling). CIS (cytokine inducible SH2 containin g protein) wird durch
dimerisierte STATs induziert, lagert sich an einen phosphorylierten Tyrosinrest des Erythropoietin-
Rezeptors (EpoR) und verhindert so die Bindung von STATS5.

PIAS (protein inhibitors of activated STATs) verhindern die Bindung der dimerisierten STATs an die
DNA und rekrutieren Ko-Faktoren, die eine Regression der Gene induzieren. Shp1 ist eine
Phosphatase, die ebenfalls abschwachend auf die Signaltransduktion des entsprechenden Liganden
wirkt, indem sie JAK- und STAT-Molekile dephosphoryliert.
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1.2.2 Der TPO-Rezeptor MPL

MPL ist der Thrombopoietinrezeptor, der aus einer einzigen transmembranen Poly-
peptidkette besteht. Es wurden zwei verschiedene Spleil3varianten beschrieben. MPL
wird auf Megakaryozyten und Thrombozyten sowie auf hamatopoietischen
Stammzellen (HSZ) exprimiert (Tamura et al., 1998). Die Bindung des Liganden
induziert eine Konformationsanderung, die zur Bildung eines homodimeren
Rezeptorkomplexes fuhrt und die Transphosphorylierung der Rezeptor-assozierten
Tyrosinkinasen JAK2 und TYK2 ermdglicht (Abe et al., 2002). Die weitere Signal-
kaskade entspricht den oben beschriebenen JAK/STAT-, ERK- und PI3K-

Signaltransduktionswegen.

1.2.2.1 MPL W515 L/K

Pikmann et al. suchten 2006 bei Patienten mit JAK2 V617F-negativer ET, PV oder
IMF nach Mutationen in den Rezeptoren fur hamatopoietische Wachstumsfaktoren
(EPO, TPO, G-CSF). Bei 4 von 45 Patienten mit IMF fanden sie in der Granulo-
zyten-DNA einen Ersatz von Guanin durch Thymidin im Nukleotid 1544 des MPL-
Gens, der zu einem Aminosaureaustausch von Tryptophan zu Leucin in Codon 515
fuhrte. Dieses Codon liegt in der Transmembran-Domane. In vitro wurde gezeigt,
dass die Mutation MPL W515L ein Zytokin-unabhangiges Wachstum ermdglicht,
ahnlich wie fur JAK2 V617F beschrieben. Es konnte eine konstitutive Aktivierung von
JAK2, TYK2, STAT3, STAT5, ERK/MAPK und PI3K/Akt nachgewiesen werden.
Aulerdem zeigte sich eine Hypersensitivitat fur TPO. Transfizierte Mause bildeten
das Vollbild eines myeloproliferativen Syndroms aus.

Dieselbe Arbeitsgruppe fand beim Screening von 1182 Patienten mit myeloischen
Erkrankungen 16 weitere Patienten, die eine MPL W515L-Mutation trugen, davon 12
Patienten mit IMF, 4 Patienten mit ET, 1 Patient mit MF nach ET und 3 Patienten mit
Blastenkrise einer IMF. Aullerdem fanden die Autoren bei 5 Patienten statt MPL
W515L die Mutation MPL W515K. Bei 2 Patienten lagen alle 3 bekannten Allele flr
MPL W515 vor. SchlieRlich fanden sich noch 6 Patienten, die sowohl die JAK2
V617F-Mutation als auch die MPL W515F-Mutation aufwiesen.

Guglielmelli et al. untersuchten 217 MF-Patienten und fanden MPL W515K/L in 8,2%
der Falle (2007).
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1.3 Alterungsmechanismen

Der zweite Teil der Doktorarbeit wurde im Rahmen des DFG-Graduiertenkollegs GK
1033 (Altersforschung) durchgefiihrt. Dessen inhaltlicher Zusammenhang mit dem
Thema MDS ergibt sich erstens aus der Tatsache, dass das mediane Alter von MDS-
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 70 Jahre betragt und zweitens daraus,
dass Mitochondrien einerseits eine wichtige Rolle bei altersabhangigen
degenerativen Prozessen zu spielen scheinen und auf3erdem verdachtigt werden, an
der Pathogenese myelodysplastischer Syndrome beteiligt zu sein. Die wichtigsten
bislang bekannten molekularen Alterungsmechanismen werden im Folgenden kurz

genannt.

1.3.1 Genomische Instabilitat

Es existieren verschiedene zellzyklusabhangige Mechanismen, um DNA-Schaden zu
detektieren und zu reparieren. Im Rahmen der zellularen Alterung kommt es jedoch
zu verstarkter genomischer Instabilitat. Wenn in Maus-Modellen bestimmte Proteine,
z.B. p53 und ATM-Kinasen, die zur genomischen Stabilitat beitragen, mutiert sind,
kommt es zu progeroiden Phanotypen. Verminderte Aktivitat diverser mitotischer
Checkpoint-Gene hat einen ahnlichen Effekt (Lombard et al., 2005 Hoeijmakers et
al., 2009).

1.3.2 Telomerverklrzung

Telomere sind komplexe Strukturen am Ende der Chromosomen, die zur genomi-
schen Stabilitat beitragen, indem sie Chromosomen vor einer End-zu-End-Fusion mit
anderen Chromosomen schutzen. AuRerdem wirken die Telomere dem Problem der
Chromosomenverklrzung bei der DNA-Replikation entgegen. Trotzdem kommt es
altersabhangig im Allgemeinen zu einer Telomerverkirzung. Bestimmte Zellen, wie
z.B. hamatopoietische Stammzellen, konnen jedoch mithilfe von Telomerase oder
alternativen Mechanismen die Verkurzung der Telomer-DNA verhindern (Finkel et al.,
2007).
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1.3.3 Die mitochondriale Alterungstheorie

Die mitochondriale Alterungstheorie oder auch ,Theorie des Alterns durch freie
Radikale“ nach Harman (1956 und 2006) besagt, dass es vor allem durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) zu altersabhangig akkumulierenden Mutationen der
mitochondrialen DNA (mtDNA) kommt. Mitochondrien sind der Hauptentstehungsort
von ROS. In defekten Mitochondrien kann die Produktion von ROS noch deutlich
verstarkt sein, was wiederum eine vermehrte Schadigung der mtDNA nach sich zieht.
Die altersabhangige Akkumulation von Deletionen und Punktmutationen der mtDNA
ist nicht nur in postmitotischen Zellen wie z.B. Kardiomyozyten (Coller et al., 2002),
sondern auch in Stammzellen, beispielsweise denen des Gastrointestinaltrakts
(Taylor et al., 2003) oder des Knochenmarks (Shin et al., 2004) gut dokumentiert. Es
wird jedoch weiterhin diskutiert, wie stark mtDNA-Mutationen und mitochondriale

Funktionsstorungen am Alterungsprozess von Zellen und Gewebe beteiligt sind.

1.4. Mortalin

Mortalin (auch bekannt unter folgenden Bezeichnungen: HSPA9B / mtHSP70 /
GRP75 / PBP74 | mot-2) ist ein ubiquitar exprimiertes mitochondriales Chaperon, das
zur Familie der HSP70-Chaperone gehdrt. Das Molekll ist hauptsachlich in
Mitochondrien, konnte aber auch im endoplasmatischen Retikulum, der Plasma-
membran, im Zytoplasma und in zytoplasmatischen Vesikeln nachgewiesen werden
(Ran et al., 2000). Mortalin ist Bestandteil der mitochondrialen Importmaschinerie, die
sich vor allem auf die Transmembrankomplexe TOM und TIM stutzt (Abbildung 1.2).
Mortalin ist die einzige Komponente der Importmaschinerie, die ATP spalten kann
und nimmt damit eine wichtige Motorfunktion wahr. Auferdem ist Mortalin
malgeblich an der korrekten Faltung der importierten mitochondrialen Proteine

beteiligt.
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AuRere Membran

Innere Membran

Mitochondrium

Abbildung 1.2 Importmaschinerie der Mitochondrien

Proteinimport ins Mitochondrium erfolgt posttranslational. Die Importprozesse erfolgen tber den TOM-
Komplex (translocase of the outer membrane) der aufieren Mitochondrienmembran.sowie den TIM-
Komplex (translocase of the inner membrane). Die Proteine verfiigen Uber eine Signalsequenz (in gold
darstellt). Wahrend des Transportes werden die Proteine entfaltet um in der Matrix des
Mitochondriums mit Hilfe des Chaperons Mortalin mit ATP-Verbrauch wieder gefaltet zu werden. Die
Signalsequenz wird abgespalten.

1.4.1 Mortalin und MDS

Das Gen fur Mortalin liegt auf dem langen Arm von Chromosom 5 in der ,critical
deleted region“ des MDS mit isolierter Deletion (5q). AuRerdem konnte 2005 gezeigt
werden, dass eine Punktmutation von Mortalin der Zebrafisch-Mutante ,crimsonless
(crs)® zugrunde liegt, die durch ausgepragte Stérung der Hamatopoiese,
insbesondere der Erythropoiese, gekennzeichnet ist. Der Defekt hat grole
Ahnlichkeit mit den Verdnderungen bei myelodysplastischen Syndromen. Die
Mortalin-Punktmutation fuhrt zu erhodhter Produktion von ROS vornehmlich in
hamatopoietischen Zellen (Craven et al. 2005). Chen et al. konnten 2007 zeigen,
dass herabgesetzte Expression von Mortalin in CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut zu
abnormaler Proliferation, erhdohter Apoptose-Rate und verzdgerter Differenzierung
fuhrt.
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1.4.2 Mortalin und Alterung

Mortalin spielt anscheinend auch eine Rolle bei der zellularen Seneszenz (Yaguchi et
al., 2007). Uberexpression des Mortalin-Orthologs in C. elegans und in humanen
Fibroblasten flhrt zu einer verlangerten Lebenszeit des Fadenwurms bzw. der Zellen
(Yokoyama et al.; 2002 Kaul et al. 2000). Wadhwa et al. konnten 2006 zeigen, dass
die Mortalin-Expression auch in diversen Krebszellen sowie in immortalisierten Zellen
erhoht ist. Auffallig ist eine unterschiedliche intrazellulare Distribution von Mortalin in
immortalisierten und mortalen Zellen. In immortalisierten Zellen findet sich eine
perinukleare Konzentration von Mortalin, wahrend in normalen Zellen Mortalin im

gesamten Zytoplasma verteilt ist (Wadhwa et al., 1993).

1.5 Komorbiditat bei MDS-Patienten

Im dritten Teil dieser Doktorarbeit wurde eine ganz andere, klinisch unmittelbar
relevante Ebene der MDS-Forschung betreten, indem Art und Haufigkeit von
Komorbiditaten untersucht wurde.

Myelodysplastische Syndrome sind, wie unter 1.1 beschrieben, eine heterogene
Gruppe von Knochenmarkerkrankungen, von denen bevorzugt altere Menschen
betroffen sind (siehe auch 1.3). Bei alteren Patienten ist die Wahrscheinlichkeit hoch,
dass neben der untersuchten Erkrankung (Index-Erkrankung) weitere Erkrankungen
bestehen, die sogenannten Komorbiditaten (Extermann, 2000). Komorbiditat wurde
von Feinstein folgendermalen definiert: ,Any distinct clinical entity that has existed or
may occur during the clinical course of a patient who has a condition under study”
(1970). Komorbiditaten spielen in der taglichen Entscheidungsfindung eine wichtige
Rolle (Piccirillo et al., 1996). Einerseits kann es passieren, dass eine potentiell
kurative Therapie nicht angeboten werden kann, weil die Gesamtkonstitution des
Patienten durch Komorbitat so eingeschrankt ist, dass die Nebenwirkungen der
Therapie wahrscheinlich nicht Gberlebt wirden. Es konnte gezeigt werden, dass
medizinische Unterversorgnung, die mit einer Verschlechterung der Prognose
einhergeht, haufig auf Komorbiditaten zuruckzufuhren ist (Piccirillo et al, 2004,
Bouchardy et al., 2003). Andererseits ist zu berucksichtigen, dass ein alterer Patient
ohne Komorbiditat gegebenfalls genauso intensiv therapiert werden kann wie ein

jungerer Patient.
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1.5.1 Werkzeuge zur Erfassung von Komorbiditat

1.5.1.1 Der Charlson-Komorbiditats-Index

Der Charlson-Komorbitiats-Index (CCI) wurde von Mary Charlson (1987) auf der
Basis der Mortalitat stationarer Patienten in der Inneren Medizin entwickelt. Es
handelt sich um einen Score mit 19 Parametern, die nach der relativen Wahrschein-
lichkeit, an der Erkrankung zu versterben, gewichtet sind (im Vergleich zu Patienten,
die nicht an der Erkrankung leiden) (siehe Tabelle 1.7). Dieser Score kann
retrospektiv anhand der Krankenakten erhoben werden. Eine optionale Erganzung
berucksichtigt das Alter, wobei fur jede Dekade ein Punkt hinzugezahlt wird
(Charlson et al., 1994). Anhand der Einzelpunktzahlen der verschiedenen Parameter
errechnet sich eine Gesamtpunktzahl, die den Patienten einer Risikogruppe
zuordnet. Als Niedrigrisikogruppe sind Patienten mit einem CCI von 0 definiert, als
Intermediar-Risikogruppe Patienten mit einem CClI von 1, und in die

Hochrisikogruppe fallen alle Patienten mit einem Score von 2 und mehr Punkten.

Tabelle 1.7 Parameter und Gewichtung des CCI

Myokardinfarkt 1 | Diabetes mit Endorganschaden 2
Herzinsuffienz 1 | Hemiplegie 2
pAVK 1 | Moderate oder schwere Niereninsuffizienz 2
Zerebrovaskulare Insuffienz 1 | Zweite solide Neoplasie 2
Demenz 1 | Leukémie 2
Chronische Lungenerkrankung 1 | Lymphom, Multiples Myelom 2
Bindegewebserkrankung 1 | Moderate oder schwere Lebererkrankung 3
Ulkuserkrankung 1 | Zweite metastasierte solide Neoplasie 6
Milde Lebererkrankung 1 | AIDS 6
Diabetes ohne Komplikationen 1

Bei soliden Tumoren konnte bereits gezeigt werden, dass der CCl Patienten mit
guter und schlechter Prognose unterscheiden kann (Sabin et al., 1999; Singh et al.,
1997; Lubke et al., 2003).
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1.5.1.2 Der Komorbiditats-Index fur Patienten mit hamatopoietischer SCT

Sorror et al entwickelten 2005 auf der Basis des CCIl einen Komorbiditats-Score
speziell fur Patienten mit AML oder MDS, die einer Transplantation mit
hamatopoietischen Stammzellen (SCT) unterzogen werden sollen (hematopoietic cell
transplantation comorbidity index, HCTCI). Diese Arbeitsgruppe stellte fest, dass
einige der Parameter des CCI Ausschlusskriterien fur eine SCT darstellen, wie z.B.
schwere Lungenerkrankungen. Desweiteren vergibt der CCIl 2 Punkte fur Leukamie,
obwohl der Ubergang in eine Leukamie bei MDS-Patienten nicht als Komorbiditat,
sondern als Komplikation der Index-Erkrankung zu werten ist. Dementsprechend
wurde fur einige Parameter die Definition modifiziert, andere wurden aus-
geschlossen. SchlieBlich wurden 3 zusatzliche Parameter integriert: Adipositas,

Infektion und psychische Beeintrachtigung (Tabelle 1.8).
Auch der HCTCI definiert 3 Risikogruppen: 0 Punkte entspricht niedrigem Risiko, 1-2
Punkte entspricht intermediarem Risiko, und 3 oder mehr Punkte entspricht hohem

Risiko (Sorror et al., 2005).

Tabelle 1.8 Parameter und Gewichtung des HCTCI

Arrhythmien 1 | Rheumatologische Erkrankung 2
Herzerkrankung 1 | Ulkuserkrankung 2
Chronische entziindliche Darmerkrankung 1 | Moderate oder schwere Niereninsuffizienz 2
Zerebrovaskulare Insuffienz 1 | Moderate Lungenerkrankung 2
Diabetes 1 | Frihere solide Neoplasie 2
Psychartrische Erkrankung 1 | Herzklappenerkrankung 3
Leichte Lebererkrankung 1 | Schwere Lungenerkrankung 3
Adipositas 1 | Moderate oder schwere Lebererkrankung 3
Infektion 1
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1.6 Zielsetzung

Im ersten Teil der Doktorarbeit sollte Uberprift werden, ob die Mutationen
JAK2 V617F und MPL W515L/K, die bei myeloproliferativen Erkrankungen entdeckt
wurden, auch bei myelodysplastischen Syndromen vorkommen. Dabei sollten MDS-
Patienten mit Thrombozytose im Vordergrund stehen, da hier ein ahnlicher
Proliferationsvorteil wie bei den myeloproliferativen Erkrankungen vermutet werden
kann. Patienten mit Thrombozytose findet man beim MDS mit isolierter Deletion (5q),
ganz besonderes aber bei der RARS-T, die gemal neuester WHO-KIassifikation als

myelodysplastisches / myeloproliferatives Overlap-Syndrom klassifiziert wird.

Im zweiten Teil der Doktorarbeit sollte fluoreszenzmikroskopisch die intrazellulare
Verteilung von Mortalin untersucht werden, um zwei Fragestellungen zu bearbeiten:

1) Welche Art der intrazellularen Distribution von Mortalin findet sich bei
myelodysplastischen Syndromen? Gibt es einen Unterschied zwischen jung
und alt oder zwischen benigne und maligne? Ahnelt die Verteilung dem
Muster bei Tumorzellen?

2) Wird Mortalin bei der Mitose hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen
asymmetrisch auf die Tochterzellen verteilt? Hiermit sollte der Vermutung
nachgegangen werden, dass Stammzellen, die in die Differenzierung
eintreten, starker mit Mitochondrien ausgestattet werden als jene, die in der
Stammzellnische verbleiben und ihre ,Stemness bewahren. Weiterhin sollte
Uberpruft werden, ob es alters- und krankheitsassoziierte Veranderungen in

der Mitochondrien-Verteilung gibt.

Im dritten Teil der Doktorarbeit sollte Uberpruft werden, wie haufig Komorbiditat bei
MDS-Patienten vorkommt, ob es bevorzugte Komorbiditaten gibt und in welchem

Zusammenhang Komorbiditaten mit den bisher Ublichen Prognose-Scores stehen.
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Il Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Stammldsungen und Puffer

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)
WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma, Seelze/Hannover

Ethidiumbromid
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Methanol
Roth, Karlsruhe

Trypanblau

Sigma, Seelze/Hannover

Paraformaldehyd (PFA) Fixierungslosung

Stammldsung 8%

8% PFA (Sigma, Seelze, Hannover), NaOH, HCI zum Einstellen des pH-Wertes, in
PBS

5x TBE
54 g Tris (Merck), 27,5 g Borsaure (Merck), 4,65 g EDTA (Roth), mit H,O ad 1l
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DNA-GroRenmarker

100 bp DNA Ladder, Promega, Madison, USA
Der Marker besteht aus doppelstrangigen DNA-Fragmenten der GrofRen: 100
bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 2x500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1000 bp
und 1500 bp. Die Konzentration betragt 130 ng DNA in 1 ul Puffer (1 mM EDTA;
10 mM Tris-HCI pH 7,5).

Eindeckelmedium

100 pl Mowiol 4-88 (Roth, Karlsruhe), 1 Kdérnchen DAPCO (1,4-Diazabicyclo-
(2,2,2)octan), 1:20000 DAPI (4’,6-Diamino-2-phenyllindol Dihydrochlorid) (Roth,
Karlsruhe) ad 1 ml 75% Glyzerin 50 mg/ml Propylgallat.

Gel-Ladepuffer fir native Agarosegele

Blue/Orange 6x Loading Dye, Promega, Madison, USA enthalt:
15% Ficoll400, 0,03% Bromphenolblau, 0,03% Xylencyanol FF, 0,4% Orange
G, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) und 50 mM EDTA.

Isoton Il Diluent

Beckman Coulter, Krefeld

Lysepuffer
Zentralapotheke des Universitatsklinikums Dusseldorf
8,29 g/l NH4CI; 1 g/l KHCO3, 0,0375 g/l Na,-EDTA, pH 7,4

MACS-Puffer
0,5% BSA (Roth, Karlsruhe) und 2 mM EDTA (Sigma, Seelze/Hannover) in PBS,
pH 7,3

PBS
Serrag Wiessner, Nalia/Bayern
8,0 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, KH,PO4 0,25 g/Na;HPO4 H,O 1,35 g/l, pH 7,3
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Permeabilisierungspuffer fiir Suspensionszellen
0,1% Triton X-100 (Sigma, Seelze/Hannover) und 10% FBS (Biochrom) in Isoton
(Beckmann Coulter)

Triton X100
Roth, Karlsruhe

Tween 20
Roth, Karlsruhe

2.1.2 Medien und Medienzusatze fiur die Zellkultur

Die Herstellung der Zellkulturmedien erfolgte unter sterilen Bedingungen, dazu
wurden die Medien vor Gebrauch mit einer Vakuumpumpe durch einen
Flaschenaufsatz-Filter (Porengrofde 0,22um) in autoklavierte Schottflaschen steril
filtriert. Spatestens eine Woche nach dem Ansetzen wurden Zellkulturmedien vor
weiterem Gebrauch erneut steril filtriert und erneut mit entsprechenden Mengen an L-

Glutamin, Penicillin und Streptomycin (Pen/Strep) versetzt.

Iscoves 20 (120)
Fur 100 ml wird bendtigt:

80 ml IMDM (Lonza, Koln)

20 ml FCS (Biochrom, Berlin)
100 U/ml L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe)
100 U/ml Pen/Strep (Gibco, Karlsruhe)

120 mit Wachstumsfaktoren (120"")

Fur 100 ml werden bendtigt:

100 ml 120 (s.0.)

10 ng/ml FIt3-L (PeproTech, Hamburg)

10 ng/ml SCF (PeproTech, Hamburg)
(

10 ng/ml TPO PeproTech, Hamburg)
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2.1.3 Primare Zellen

Humane mononukleare Zellen (MNZ) wurden aus Knochenmarkaspirat von MDS-
Patienten und gesunden Spendern isoliert.

Humane CD34"-Zellen wurden aus Knochenmarkaspirat von MDS-Patienten und
gesunden Spendern oder aus G-CSF-mobilisiertem Apheresat von Stammzell-

spendern isoliert.

2.1.4 Patienten

Insgesamt wurde Material von 101 Patienten mit myelodysplastischem Syndrom,
zwei Knochenmarksproben von hamatologisch gesunden alteren Probanden und 11
G-CSF-mobilisierte Apheresate von Stammzellspendern untersucht.

Es wurden 90 Proben aus Knochenmark oder peripherem Blut auf das Vorliegen der
V617F-Mutation im Gen der Tyrosinkinase JAK2 und teilweise auch bzgl. der
W515L/K-Mutation im MPL-Gen untersucht. Fur die letztgenannte Untersuchung
wurden Patienten mit isolierter 5g— Chromosomenanomalie oder aufgrund einer
Thrombozytose von = 500.000/ul ausgewahlt. In Tabelle 2.1 sind einige klinische
Charakteristika und Laborbefunde der Patienten aufgefuhrt.

In 11 Fallen wurden CD34"-Zellen aus dem Knochenmark aufgereinigt und soweit

maglich hinsichtlich der intrazellularen Distribution von Mortalin untersucht.

2.1.4.1 Knochenmark

Das mit Heparin antikoagulierte Aspirat von diagnostischen Beckenkammpunktionen
wurde verwendet, um unverziiglich CD34"-Zellen zu isolieren. DNA wurde auch aus
eingefrorenen KM-Aspiraten gewonnen. Alternativ wurde DNA aus abgeschabtem
Zellmaterial von ungefarbten Knochenmarkausstrichen isoliert. Die von Objekttragern
extrahierten Proben enthielten deutlich weniger DNA, so dass einige Proben noch

eingeengt wurden (s.u.).
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Tabelle 2.1: Charakteriska der Patienten fiir molekulare Analysen
DX=Zeitpunkt der Diagnose, n.d.=nicht durchgefiihrt; RS=Ringsideroblasten

Geburts- Diagnose- | Alter bei follow up Hb WBC Thr DX Karyotyp
Nr. Datum Datum Diagnose | follow up in Monaten | Schicksal | FAB WHO DX(g/dl) | DX (/) (x1031|,|l) % RS
0 18.09.1932 |14.06.2000 |68 03.02.2009 | 104 lebend RAEB RAEB | 12 2500 20 0 | normal
1 07.05.1948 |15.07.2003 |55 31.12.2008 |65 lebend RA RCMD Monosomie X
2 02.10.1939 |23.12.2005 |66 11.08.2008 |32 lebend RA RCMD 8 | normal
3 11.03.1937 |15.06.2006 |69 11.08.2008 |26 lebend n.d. RAEB | n.d.
4 01.01.1948 | 15.10.2007 ICUS
5 25.11.1933 |17.06.2006 |73 11.12.2008 |30 lebend RA RCMD 10 1700 38 Deletion 7q
6 12.05.1926 |15.03.2004 |78 15.11.2008 |56 lebend n.d. unclass 13,2 2350 139 normal
7 20.05.1947 |07.04.2004 |57 04.03.2008 |47 lebend RA RCMD 10,4 5200 346 n.d.
8 29.12.1943 |06.03.2008 |64 16.02.2009 |11 lebend RA RCMD 16,6 4800 63 n.d.
9 11.05.1939 |[19.10.2005 |66 09.06.2008 |32 lebend RAEB RAEB | Trisomie 8
10 07.06.1983 |06.06.2000 |17 15.07.2008 |97 lebend RA RCMD 7,6 5300 542 0 | normal
114 06.05.1932 |13.01.1989 |57 11.04.1992 |39 verstorben | RA RCMD 7,1 4200 650 3 | normal
157 27.02.1915 [15.10.1996 |82 10.03.1998 |17 verstorben | RARS 50- 9,3 7000 417 37 | Deletion 5q
205 09.04.1921 |06.01.1992 |71 31.11.2000 | 106 lebend RA 50- 9,7 5100 231 5 | Deletion 5q
213 13.11.1922 [09.01.1990 |67 01.11.1996 |82 verstorben | RA 5g- 11,4 5500 28 Deletion 5q
221 16.06.1934 |27.07.1992 |58 12.08.2000 |97 verstorben | RARS RARS-T 9,6 9800 686 38 | normal
223 11.02.1921 [15.11.1989 |69 04.05.2001 | 138 verstorben | RARS 50- 6 3800 278 73 | Deletion 5q
232 28.05.1925 |31.05.1991 |66 02.04.1996 |59 verstorben | RARS RARS-T 10,2 7140 1350 43| n.d.
277 30.12.1922 |23.05.1996 |73 04.03.1999 |34 verstorben | RARS RSCMD 7,5 572 21 | Komplex
298 21.02.1913 [19.12.1996 |84 30.09.1998 | 21 verstorben | RAEB RAEBII 9,3 11600 502 n.d.
336 09.02.1939 |23.05.1997 |58 17.10.1998 verstorben | RARS RARS-T 6,1 7500 677 Deletion 11
355 22.11.1932 |15.01.1997 |64 15.10.1998 |21 verstorben | RA 50- 6,8 4700 108 Deletion 5q
421 09.06.1929 |15.08.1996 |67 24.07.2006 | 119 lebend RARS 50- 10,2 4700 458 49 | Deletion 5q
427 18.12.1932 [15.09.1999 |67 18.05.2005 |68 lebend RA 50- 6,6 4100 273 0 | Deletion 5q
432 13.03.1947 |03.04.1995 |48 31.01.2006 | 129 lebend RA 50- 9,5 6300 676 0 | Deletion 5q
456 28.02.1936 |24.11.1988 |53 10.01.1989 |2 verstorben | RA RCMD 5,9 8600 292 1 | Komplex
477 24.01.1924 |20.07.1999 |75 04.11.2005 |76 verstorben | RA 50- 9,3 5800 181 Deletion 5q
497 15.02.1926 |28.01.1997 |71 30.06.2005 | 101 lebend RA 5g- 11,8 2700 276 0 | Deletion 5q
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Geburts- Diagnose- | Alter bei follow up Hb WBC Thr DX Karyotyp
Nr. Datum Datum Diagnose | follow up in Monaten | Schicksal | FAB WHO DX(g/dl) | DX (/ul) (x10%/ul) | % RS
504 17.06.1953 |15.06.1986 |33 30.06.2005 |23 lebend RA 5q- 11,4 3500 117 0 | Deletion 5q
581 27.11.1919 |17.04.2002 |82 21.11.2004 |34 verstorben | RA 5q- 9,1 5800 134 Deletion 5q
582 05.02.1932 |23.03.2000 |61 25.09.2000 |23 verstorben | RA 50- 7,1 4700 919 4 | Deletion 5q
610 04.12.1940 | 14.03.2003 |62 22.07.2003 |12 verstorben | RA 5q- 10 2000 145 0 | Deletion 5q
624 26.04.1924 |29.02.2000 |76 31.05.2003 |80 verstorben | RARS 5q- 7,70 2600 65 16 | Deletion 5q
655 31.07.1922 |30.04.2004 |82 24.03.2006 |24 lebend RARS RSCMD 11,90 5300 552 29 |nd.
656 01.12.1930 |30.09.2002 |72 22.07.2005 |74 lebend RARS RSCMD 9,30 4400 589 16 | n.d.
672 24.06.1935 | 15.04.2004 |69 10.03.2006 |26 lebend RA 5q- 8,90 4500 305 Deletion 5q
701 07.07.1929 |18.01.1994 |65 04.01.1995 |27 verstorben | RA 5q 9,2 3100 97 41 | Deletion 5q
702 16.10.1925 |15.06.1985 |60 12.02.1992 |35 verstorben | RARS 5q- 7 1900 146 25 | Deletion 5q
703 18.06.1939 |16.11.1992 |53 01.11.1994 |20 verstorben | RA 5q- 8,5 5200 446 2 | Deletion 5q
704 21.04.1930 |18.12.1990 |61 15.02.1997 [135 verstorben | RA 5q- 12,3 1600 69 0 | Deletion 5q
705 29.05.1941 | 01.05.1996 |55 28.07.1998 |38 verstorben | RA 5q- 0 | Deletion 5q
706 05.08.1915 | 08.06.1991 |76 08.09.1993 |27 verstorben | RA 50- 7,00 3900 281 0 | Deletion 5q
707 21.12.1935 | 01.01.1998 |62 15.12.2000 |59 verstorben | RA 5q- 9,40 3500 167 0 | Deletion 5q
708 14.12.1929 |21.07.1998 |69 19.03.2000 |61 verstorben | RA 5q- 7,9 4240 749 0 | Deletion 5q
709 24.10.1949 |01.12.1994 |45 10.03.2006 |14 lebend RA 5q- 6,8 5400 368 0 | Deletion 5q
711 5g- Deletion 5q
713 04.01.1945 | 15.04.2001 |56 10.05.2006 |61 verstorben | RA 5q- 6,8 5940 188 15 | Deletion 5q
714 13.09.1938 | 15.04.2000 |62 12.06.2001 |14 verstorben | RA 5q- 8,8 5600 436 0 | Deletion 5q
715 18.02.1933 |08.03.2001 |68 14.10.2004 |43 verstorben | RA 5q- 9,1 4400 778 0 | Deletion 5q
716 19.09.1937 [17.05.2002 |65 08.06.2005 |37 lebend RA 5q- 8,7 4160 239 0 | Deletion 5q
717 19.07.1947 |15.03.1996 |49 21.06.2005 | 111 lebend RARS 5q- 7,8 4960 387 Deletion 5q
718 13.03.1958 |18.11.1997 |40 22.07.2003 |68 lebend RA 5q- 4,3 2400 295 Deletion 5q
719 15.03.1957 |15.02.2000 |43 30.03.2006 |73 lebend RA 5q- 9,00 8500 727 Deletion 5q
720 14.01.1932 |15.07.2001 |70 30.06.2005 |47 lebend RA 5q- 9,3 5400 426 Deletion 5q
721 21.06.1931 |15.04.1997 |66 04.11.2004 |91 verstorben | RA 50- Deletion 5q
722 18.10.1962 |15.01.1999 |36 03.04.2006 |87 lebend RA 5q- 7,4 4340 649 13 | Deletion 5q
723 17.08.1938 |15.07.1997 |59 30.06.2005 |95 lebend RA 50- 0 | Deletion 5q
724 26.02.1951 | 15.07.2001 |50 10.01.2006 |54 lebend CMML CMMLI 14,5| 39700 404 Trisomie 8
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Geburts- Diagnose- | Alter bei follow up Hb WBC Thr DX Karyotyp
Nr. Datum Datum Diagnose | follow up in Monaten | Schicksal | FAB WHO DX(g/dl) | DX (/ul) (x10%/ul) | % RS
725| 14.04.1939| 30.11.2001 |63 15.10.2004 | 35 verstorben RA 5g- 8,7 3000 240 0 | Deletion 5q
726 | 04.06.1922| 01.07.1998 |76 15.01.2004 | 66 lebend RA 5g- 9,3 3500 197 0 | Deletion 5q
802 | 08.02.1913| 13.09.1999 | 87 11.11.2004 | 62 lebend RA RCMD 7,30 4900 812 0|n.d.
803| 10.2.1905| 07.05.1979|74 05.09.1990 | 136 lebend RARS| RSCMD 8,00 229 3500 30 |n.d.
804 | 07.09.1915| 15.11.2000 | 85 29.11.2004 | 48 lebend RA RCMD 10,40 5100 673 0|n.d.
805| 20.04.1942| 15.06.2000 | 58 06.01.2005 | 55 lebend RA RCMD 8,30 3800 624 0 | normal
806 | 29.03.1942| 28.07.2003 |61 23.02.2005 | 19 lebend RA RCMD 8,80 7300 532 0|n.d.
807 | 30.05.1926 | 06.02.2004 |78 22.02.2005 | 12 lebend RA RCMD 10,20| 10700 1130 9|n.d.
808 | 04.05.1934| 19.04.2004 |70 15.02.2005 | 10 verstorben RA RA 7,90 5300 1190 0|n.d.
810| 25.12.1934| 26.10.2004 |70 26.10.2004 | 0 lebend RA RCMD 12,90 6200 504 0|n.d.
811| 15.01.1937 | 03.11.2004 | 68 03.11.2004 |0 lebend RA RCMD 9,50 14700 969 0|n.d.
812 | 07.08.1952| 04.02.2004 | 51 15.02.2005 | 12 verstorben RAEB RAEBII 7,50 2700 809 1(n.d.
813 | 26.06.1920| 02.05.1997 |77 28.09.2001 | 52 verstorben RAEB RARS 10,70 8200 283 n.d.
814 | 28.03.1950| 15.01.2004 | 54 14.01.2006 | 24 verstorben CMML CMMLII 14,10 | 20700 907 1/n.d.
815| 18.02.1935| 17.08.2004 | 69 09.11.2004 | 3 verstorben CMML CMMLI 10,00 | 79000 513 0|n.d.
816| 08.01.1922| 17.01.1992|70 27.08.1994 | 31 verstorben RAEB RAEBI 7,70 5500 527 0|n.d.
817 | 02.09.1939| 21.05.1992 |53 01.12.1996 | 55 verstorben RA RCMD 8,60 8000 823 0 | normal
818 | 17.09.1919| 08.07.1989 |70 02.12.1989 | 5 verstorben RAEB RAEBI 9,80| 48000 580 0|n.d.
819| 03.12.1919| 08.12.2000 | 81 16.01.2001 | 1 verstorben RA RCMD 9,70 1900 1900 0|n.d.
820| 29.05.1926 | 09.08.1990 | 64 15.10.1997 | 86 verstorben RA RCMD 7,50 6200 501 0|n.d.
821| 17.06.1937 | 30.11.1984 |47 21.07.1986 | 20 verstorben| RAEB-T| RAEB-T 7,80 13900 777 0|n.d.
822 | 05.03.1943 | 09.02.2006 | 63 26.07.2006 | 5 lebend RAEB RAEBI 9,60 4700 843 30 | Komplex
823| 09.06.1963 | 07.02.2001 |38 24.09.2001 |7 verstorben RAEB RAEBII 6,70 4800 507 0 | Komlpex
824 | 24.05.1927| 12.08.2005|78 31.01.2006 | 5 lebend RA RCMD 8,30 8900 637 0|n.d.
825| 15.07.1920| 25.09.2003 |83 22.08.2004 | 11 verstorben RA RCMD 10,70 2300 641 0|n.d.
826 | 30.05.1933| 23.09.2003 |70 27.10.2006 | 37 lebend RA RCMD 9,30 1400 637 3 | Komplex
827 | 18.10.1909 | 15.03.1987 |77 20.12.1994 | 93 verstorben CMML CMMLI 9,80| 15300 675 6| n.d.
828| 06.02.1911| 09.08.1988 |78 03.07.1990 | 23 lost RARS| RARS-T 13,10 8700 957 44 | n.d.
829| 05.04.1915| 30.06.1998 | 83 02.05.2001 | 35 verstorben RA RCMD 5,80 5500 604 0|n.d.
830| 22.03.1905| 04.05.1988 |83 26.08.1988 | 3 verstorben CMML CMMLI 15,40| 58000 507 0|n.d.
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Geburts- Diagnose- | Alter bei follow up Hb WBC Thr DX Karyotyp

Nr. Datum Datum Diagnose | Follow up | in Monaten | Schicksal | FAB WHO DX(g/dl) | DX (/ul) (x10%/ul) | % RS

831 12.02.1919 | 04.04.2002 |83 15.07.2002 |3 verstorben | RA RCMD 8,10 4900 1124 n.d.

832 22.12.1915 |16.09.1996 |81 17.03.2001 |54 verstorben | RARS RARS-T (8,90 9000 624 18 n.d.

833 13.01.1914 |23.11.1988 |75 02.01.1991 |26 verstorben | RAEB-T | RAEBII 8,30 3000 770 n.d.

834 30.03.1934 |15.07.1993 |59 25.01.1994 |6 verstorben | RAEB RAEBII 5,20 2900 552 n.d.

835 16.11.1921 |26.04.2002 |80 13.08.2004 |28 verstorben | RARS RARS-T [9,10 6900 1105 60 n.d.

840 16.07.1916 | 27.06.2000 |84 27.07.2000 |1 lebend RARS RARS-T |74 32500 |1.012 15 n.d.

841 01.04.1921 |14.11.2001 |81 15.12.2001 |1 verstorben | RARS RARS-T [5,20 20300 | 2100 15 n.d.

842 19.05.1927 |15.05.1986 |59 15.10.2005 | 233 lebend RARS RARS-T 10,90 8900 999 43 normal

843 02.01.1911 | 03.05.1999 |88 31.10.1999 |5 verstorben | RARS RARS-T 9,10 17000 942 45 n.d.

844 24.02.1932 |14.01.2005 |73 16.10.2005 |9 lebend RARS RARS-T 9,60 7300 695 19 normal

845 13.09.1941 |18.02.2005 |63 23.02.2006 |12 lebend RARS RARS-T 7,30 2900 664 57 normal

710/809|22.11.1943 [17.07.1997 |54 28.09.2000 |38 verstorben | RA 5q- 8,30 6900 770 0 Deletion 5q

712/836 | 24.09.1935 | 15.11.2000 |65 30.10.2005 |59 lebend RA 5g- 8,40 3600 596 Deletion 5q
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2.1.4.2 Vollblut

Durch Venenpunktion gewonnenes, mit EDTA antikoaguliertes Vollblut wurde bei

minus 20°C eingefroren, um spater DNA daraus zu isolieren.

2.1.4.3 Apheresat

Durch Apherese gewonnene Zellen wurden direkt nach Entnahme der

immunmagnetischen CD34"-Aufreinigung zugefihrt.

2.1.5 Antikorper und Farbstoffe

Fur alle Analysen wurden Fluorochrom-konjugierte Antikorper verwendet, die vom
488nm-Laser im Durchflusszytometer — oder unter der Quecksilber-Dampf-Lampe
des Mikroskops - angeregt werden konnen. Unkonjugierte Antikorper wurden mit
geeigneten Sekundarantikorpern kenntlich gemacht. Fur die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten immunchemischen Farbungen wurden Antikdrper mit den
Fluorochromen Alexa488 und Indocarbocyanin (Cy3) oder der Lebendfarbstoff
Mitotracker CMXRos verwendet. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe fur die
Durchflusszytometrie waren Fluorescein-Iso-Thiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin
(PE) und der Konjugatfarbstoff Indodicarbocyanin-R-Phycoerythrin (PE-Cy5) oder der
Lebendfarbstoff Mitotracker GreenFM. lhr Emissionsmaximum bei der Anregung

durch einen 488 nm Argon-lonen-Laser ist in der folgenden Tabelle 2.2 dargestellt.

Tabelle 2.2 Emissionsmaxima der Fluorochrome

Fluorochrom Emissionsmaximum in nm
FITC 519
PE 578
PE-Cy5 670
Cy3 615
Alexa488 519
Mitotracker GreenFM 516
Mitotracker CMXRos 599
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2.1.5.1 Konjugierte Antikorper
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Target Spezies Fluorochrom | Konzentration | Hersteller/ Klon

CD4 Maus PE 1:25 BD/ RPA-T4

CD8 Maus FITC 1:25 BD/ HIT8a

CD19 Maus PE-Cy5 1:25 BD/ HIB19

CD34 Maus PE-Cy5 1:25 BD

CD34 Maus PE 1:25 BD/ 8G12

CD38 Maus FITC 1:25 BD/ HB7

CD53 Maus FITC 1:25 BioLegend/ HI29
CD62L Maus FITC 1:25 Immunotech/ MEL-14
CD63 Maus FITC 1:25 BD/ H5C6

CD71 Maus FITC 1:25 Immunotech/ YDJ 1.2.2
CD133 Maus PE 1:25 Miltenyi Biotec/ 293C3
IgG Maus FITC 1:100 BD/ G18-145

IgG Maus PE 1:100 BD/ G18-145

IgG Maus PE-Cy5 1:100 BD/ G18-145

2.1.5.2 Nicht konjugierte Primarantikorper

Target Spezies Konzentration Hersteller
Mortalin Maus 1:1.000 BD
B-Aktin Maus 1.2.500 Sigma/AC-15
2.1.5.3 Sekundarantikorper

Spezies Fluorochrom Konzentration Hersteller
Ziege Alexa488 1:1.000 Invitrogen
Esel Cy3- Fab-Fragmente 1:200 Dianova
2.1.5.4 Farbstoffe

Target Fluorochrom Konzentration Hersteller
Mitochondrien Mitotracker CMXRos 1:20.000 Invitrogen
Mitochondrien Mitotracker GreenFM 1:500-1:5.000 Invitrogen
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2.1.6 MACS-Technologie

Die MACS-Technologie wird benutzt, um Zellen, die einen bestimmten
Oberflachenmarker exprimieren, aus einem Zellpool zu isolieren. Dafur werden die
spezifischen Antikorper mit Magnetpartikeln konjugiert. Die Konjugate binden an den
Oberflachenmarker. Danach kénnen die vom Antikdrper erkannten Zellen mit Hilfe

eines Magneten separiert werden.

2.1.6.1 Magnetpartikel (MicroBeads)

Die MicroBeads (Mouse anti-human IgG MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) waren mit affinitatsgereinigten monoklonalen Anti-CD34-Antikorpern der
Maus (QBEND/10) konjugiert und dienten zur direkten Separierung CD34-

exprimierender hamatopoietischer Vorlauferzellen.

2.1.6.2 Magnetischer Zell-Separator
Bei dem verwendeten MidiIMACS-Separator (MACS -Separator, Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach) handelt es sich um einen starken Permanentmagneten, der an
der MACS-Multi-Stand-Station befestigt wird und als Halterung fir die
entsprechenden MACS-Saulen dient.

2.1.6.3 Separationssaulen
Die Matrix der large scale (LS)-Saulen (LS Columns, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) ist hydrophop und dient der positiven Selektion von MicroBead-

gebundenen Zellen.
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2.1.7 Oligonukleotide
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JAK2 V617F Primer fiir konventionelle PCR

Vorwarts-Primer

5’ tgc tga aag tag gag aaa gtg cat 3’

Ruckwarts-Primer

5'tcc tac agt gtt ttc agt ttc aa 3'

JAK2 V617F Primer fiir cDNA

Vorwarts-Primer

5' ggc gta cga aga gaa gta gga gac 3'

Ruckwarts-Primer

5’ tgc atg gcc cat gec 3

JAK2 V617F Primer und Sonden fiir real-time PCR nach McClure et al., 2006

Vorwarts-Primer

5'aag cag caagtatgatgag 3’

Ruckwarts-Primer

5'cct agc tgt gat cct gaa 3°

Sensor-Sonde

5"atg tgt ctg tgg aga cga gag-fluorescein 3°

Anker-Sonde

5’ red640- aag taa aac tac agg ctt tct aat gcc ttt ct 3°

JAK2 V617F Primer und Sonden fiir real-time PCR nach Olsen et al., 2006

Vorwarts-Primer

5'aag cag caa gtatgatgagcaa 3’

Ruckwarts-Primer

5’agc tgt gat cct gaa act gaa 3°

Sensor-Sonde

5’ gta gtt tta ctt act ctc gtc tc--fluorescein 3°

Anker-Sonde

5’ red640 cag aca cat act cca taa ttt-PH 3’

MPL W515L Primer und Sonden nach Pardanani et al. 2006

Vorwarts-Primer

5'tgg gcc gaa gtc tga ccc ttt 3

Ruckwarts-Primer

5' aca gag cga acc aag aat gcc tgt 3'

Sensor-Sonde

5' ctg cca cct cag cag ca red-640 3'

Anker-Sonde

5' ggt gac cgc tct gea tet agt get 3

MPL W515L Sequenzierprimer

Vorwarts-Primer

5' ggt gac cgc tct gca tct agt get 3'

Ruckwarts-Primer

5' cac ctg gtc cac cgc cag tct 3'

2.1.8 Gerate und Plastikmaterial

Die Hersteller der verwendeten Gerate und Plastikmaterialien sind, wenn nicht im

Folgenden aufgefuhrt, an den entsprechenden Stellen im Text erwahnt.

Autoklav Tuttnauer Systec 3870 EL

Filter Corning (Bottle-Top-Filter 0,22um)

Gel- GelDoc 2000 BioRAD

Photodokumentation

Gelsysteme Pharmacia Biotech

Heizblock Eppendorf

Mikroskope Zeiss Axioplan 2 imaging+ Axiocam HRc sowie
Leica DMIRB+ Thermocontrol 37-2 digital + CTI-Controller 3700 digital +
Axiocam HRc Leica DMIL

Nano Drop Peglab Erlangen

Pipetten Corning (Stripette 5-25 ml)

Sterilbank Gelaine BSB 4A Clean Air NSF 49 BS 5749

Waage Chyo MP300

Zellkulturflaschen und
Platten

Greiner bio-one

Zentrifugen

Hettich: Universal 30 RF; Rotixa/P
Eppendorf Tischzentrifuge
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2.2 Methoden

2.2.1 Praparation von Nukleinsauren

2.2.1.1 DNA-Isolierung

DNA aus den verschiedenen Proben (KM, PB) wurde mittels QlAamp Mini Kit
(Qiagen, Hilden) gemal den Empfehlungen des Herstellers isoliert. Die DNA-
Isolierung von Objekttragern erbrachte teilweise sehr geringe DNA-Konzentrationen
(<5 ng/ul), so dass in der konventionellen PCR kein Amplifikat gebildet werden
konnte siehe 2.2.1.2.

2.2.1.2 DNA-Einengung
Die Proben 701, 702, 703, 705, 706, 707, 709, 710 und 157 wurden mit Ethanol und

Natriumacetat gefallt. Dazu wurde zur DNA-Suspension ein Zehntel des Volumens
3M Natriumacetat und das dreifache Volumen 100% Ethanol (p.a.) gegeben. Dieses
Gemisch wurde 30 Min. bei -80°C und 2 h bei -20°C eingefroren, danach bei 4°C
unter 13000g in einer Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus, Hanau) zentrifugiert. Nach
dem Abpipettieren des Uberstandes wurde das Sediment mit 70% Ethanol
gewaschen und erneut wie oben 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum
abpipettiert. Nach 10-mindtigem Trocknen des Sediments im gedffneten Mikro-
reaktionsgefall (Eppendorf, Hamburg) wurde dieses in 10 pyl AE-Puffer (10 mM Tris
Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9.0; Qiagen, Hilden) geldst.

Die Proben 704 und 708 wurden mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge eingeengt. Nach
Aliquotierung der Proben wurden diese 30 Min. zentrifugiert, um die nétige Dauer der
Zentrifugation zu minimieren; anschlielfend wurden die Proben bei Raumtemperatur

getrocknet. Das Sediment wurde in AE-Puffer gelost.

2.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration einer wassrigen Nukleinsaurelésung erfolgte mit
einem UV/Vis Spektralphotometer (NanoDrop, Peqlab, Erlangen). Hierbei wurde die
Extinktion bei 260 nm und 280 nm flr DNA gegen AE-Puffer als Leerwert gemessen.
Fur diese Bestimmung wurde ein Mikroliter der Probe auf das Ende einer optischen
Faser (,receiving fiber”) pipettiert. Anschlielend wurde eine weitere optische Faser
(,source fiber) mit der Probe in Kontakt gebracht.
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Der Lichtweg betrug 1,0 mm. Der Reinheitsgrad der Lésung wurde durch den
Extinktionskoeffizient A260/A280 abgeschatzt. Eine DNA-L6sung wurde als ,rein”
bezeichnet, wenn ihr Extinktionskoeffizient tber 1,8 lag.

2.2.3 Synthese von cDNA

Zunachst wurden 1 pl 50 uM Oligo(dT)20 Primer, 2 pl 10 mM dNTP Mix und 9 ul
RNA gemischt und fur funf Minuten bei 65°C inkubiert. Wahrend dieser Inkubation
wurden die Primer und Sekundarstrukturen der RNA denaturiert. Anschliel’end
wurde die Probe auf Eis gestellt. Zu der vorbereiteten RNA-Probe wurden 8 ul
Mastermix (4 pl 5x cDNA Synthese Puffer; 1 yl 0,1 M DTT; 1 pl RNaseOUT (40 U/pl);
1 upl DEPC-H20; 1 pl ThermoScriptRT(15U/pl)) gegeben. Die nachfolgende
Inkubation bei 55°C dauerte eine Stunde. Diese Reaktion wurde durch eine
funfminltige Inkubation bei 85°C terminiert. Zuletzt wurde die Probe mit 1 ul RNaseH
fir 20 Min. bei 37°C inkubiert, um die komplementare RNA zu entfernen
(ThermoScript Reverse Transkription-PCR System, Invitrogen, Karlsruhe). Die
Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

Fur die Reaktionen wurden die Thermocycler von Biometra (T3 Thermocycler),
Eppendorf (Mastercycler Personel) und Applied Biosystems (GeneAmp PCR System
9600) verwendet.
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2.2.4.1 Amplifikation durch konventionelle PCR
Ein Abschnitt des JAK2-Gens wurde mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

vervielfaltigt. Die Primer waren HPLC-gereinigt und wurden von der Firma TibMolBiol
(Berlin) bezogen. Die Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 20 pl in einem
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) ausgefihrt. Darin enthalten waren je nach DNA-
Konzentration 3 oder 8 ul DNA bzw. PCR-Produkt, 10 pmol eines jeden Primers, je
10 mM dNTP (AppliedBiosystems,), 10x High Fidelity Puffer (Eppendorf, Hamburg)
und 2,5 U DNA Polymerase (Eppendorf, Hamburg). Die PCR begann mit einer 2-
minutigen Prainkubation bei 94°C. Jeder der folgenden 31 Zyklen bestand aus 20
Sek. Denaturierung bei 94°C, 20 Sek. Primer-Hybridisierung bei 52°C und 20 Sek.
Elongation bei 72°C. AnschlieRend wurde die Temperatur fur 2 Min. bei 74°C
gehalten. Jede Amplifikation beinhaltete mindestens einen Reaktionsansatz ohne
DNA als Null-Kontrolle.

2.2.4.2 Amplifikation durch real-time PCR und Schmelzkurvenanalyse

Mit Hilfe der real-time PCR und anschlieBender Schmelzkurvenanalyse ist es
madglich, mit nur einem Gerat DNA zu amplifizieren und eine quantitative Aussage
Uber den Anteil eines mutierten Allels zu treffen. Dazu wurden die Kits LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe Kit und LightCycler FastStart DNA Mas ter SYBR

Green | Kit von Roche (Mannheim) benutzt.

2.2.4.2.1 JAK2 V617F

Es kamen unterschiedliche Sonden und Primer zum Einsatz (zur Etablierung siehe
Ergebnisteil). Die Mutationsanalyse wurde dann mit Primern und Sonden nach Olsen
et al. (2006) durchgefihrt. Die Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 20 pl in
einem Roche LC durchgefihrt. Darin enthalten waren 5 yl DNA, 4 ul FAST START
ready to use reaction m ix (5x, Roche) sowie 3 mM Magnesiumchlorid. Primer und
Sonden (TibMolbiol, Berlin) waren 0,5 mM im finalen Volumen enthalten. Der
Reaktionsablauf war folgendermalfien: Die anfangliche Denaturierung erfolgte Uber
10 Min. bei 95°C, die 55 PCR-Zyklen bestanden jeweils aus 10 Sek. Denaturierung
bei 95°C, 1 Min. Primer-Hybridisierung bei 65°C und 10 Sek. Elongation bei 72°C.
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Die Schmelzkurve bestand aus 10 Sek. Denaturierung bei 95°C, die Paarung von
Sonden und PCR-Produkt erfolgte bei 37°C flr eine Minute, danach wurde die
Temperatur kontinuierlich um 0,2°C/Sek. auf 70°C erhdht, dabei wurde kontinuierlich

die Fluoreszenz gemessen.

2.2.4.2.2 MPL W515L

Ein Ausschnitt aus dem TPOR-Gen wurde mittels der real-time-PCR vervielfaltigt,
wie bereits beschrieben (Pardanani et al., 2006). Die Primer waren HPSF-gereinigt
und wurden von der Firma TibMolBiol (Berlin) bezogen. Die Reaktionen wurden in
einem Endvolumen von 20 ul in einem Light Cycler (Roche, Mannheim) ausgefihrt.
Darin enthalten waren 2 ul DNA, 2 pyl FAST START ready to use reaction mix (5x
Roche, Mannheim) sowie 3 mM Magnesiumchlorid (diese Konzentration wurde von
mir austitriert). Primer und Sonden (TibMolbiol, Berlin) waren 0,5 mM im finalen
Volumen enthalten. Die anfangliche Denaturierung erfolgte Uber 10 Min. bei 95°C,
die 40 PCR-Zyklen enthielten jeweils 10 Sek. Denaturierung bei 95°C, 10 Sek.
Primer-Hybridisierung bei 57°C und 15 Sek. Elongation bei 72°C. Die Schmelzkurve
bestand aus initialer Denaturierung bei 95°C, die Paarung von Sonden und PCR-
Produkt erfolgte bei 45°C fur 30 Sek., danach wurde die Temperatur kontinuierlich
um 0,2°C/Sek. auf 85°C erhoht, dabei wurde kontinuierlich die Fluoreszenz
gemessen. Die Sonden entsprachen der Wildtypsequenz. Wenn die gesuchte
Mutation vorhanden ist, entsteht eine Fehlpaarung, so dass das Hybrid aus Sonde
und mutierter DNA bereits bei ca. 52°C schmilzt; das Wildtyp-Hybrid schmilzt erst bei
63°C.

2.2.5 Gel-Elektrophorese und Aufreinigung der PCR-Produkte

Jeweils 10 ul PCR-Produkt wurde bei einer konstanten Spannung von 95 V fir 90
min in Agarosegel, je nach Produktlange 1,5%- oder 3%ig, unter TAE-Puffer
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Analyse
erfolgte unter UV-Licht (245 nm) durch Vergleich mit den oben beschriebenen
GroRenstandards. AnschlieBend wurde das Produkt mit einem kommerziellen Kit
(Wizard PCR Preps DNA Purification System, Promega, Heidelberg) aufgereinigt, um
Primer, Primer-Dimere, DNA-Polymerase, dNTPs und andere Bestandteile der PCR

zu entfernen; dabei wurde gleichzeitig die DNA zweifach konzentriert.
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2.2.5.1 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Die Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen wurde mit dem Q/AQuick Gel Extraktion

Kit gemafl den Empfehlungen des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.6 DNA-Sequenzierung

Je 5 pl des aufgereinigten PCR-Produkts wurde mit jeweils 20 pmol Vorwarts- bzw.
Ruckwartsprimer versetzt und zur Auftragssequenzierung zu SeqlLab, Goéttingen

gegeben.

2.2.7 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

2.2.7.1 Separierung mononuklearer Zellen mittels Dichtezentrifugation

Humane mononukleare Zellen (MNZ) wurden mittels Dichtezentrifugation aus
aspiriertem Knochenmark separiert. Dieses Verfahren macht sich die
unterschiedliche Dichte verschiedener Blut- bzw. Knochenmarkszellen zunutze. Nach
dem Uberschichten des Knochenmarks auf eine hochmolekulare Flissigkeit werden
die mononuklearen Zellen durch Zentrifugation von Erythrozyten und Granulozyten
getrennt. Zunachst wurde das Knochenmarkaspirat durch ein Nylonsieb gefiltert und
mit PBS auf 35 ml aufgeflllt. Das verdunnte KM wurde in einem 50 ml-Réhrchen
vorsichtig, ohne Vermischung der beiden Phasen, auf eine 15 ml Ficoll-Lésung
(Dichte 1.077) (Biocoll, Biochrom, Berlin) geschichtet. Nach Zentrifugation unter
Raumtemperatur bei 900 g (ohne Bremse am Ende der Zentrifugation) war in den
50 ml-Réhrchen eine deutliche Phasentrennung zu erkennen.

In der untersten Phase befanden sich die Erythrozyten und Granulozyten, gefolgt von
der Ficoll-Losung und einer dunnen weil3en Schicht von MNZ (Buffy Coat). Die
oberste Phase bestand aus Serum. Die MNZ-Schicht wurde vorsichtig mit einer
Pipette abgenommen und in ein neues 50 ml-Roéhrchen Uberfihrt, mit PBS auf 50 ml
aufgeflllt und bei 600 g 7 Min. lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet zur Lyse verbliebener Erythrozyten in 20 ml eiskaltem Lysepuffer
resuspendiert und fur 7 Min. bei 4°C inkubiert. Bei MDS-Patienten wurde keine Lyse
durchgefuhrt, um die empfindlichen Erythroblasten nicht zu zerstéren. AnschlieRend
wurde das Volumen mit MACS-Puffer auf 50 ml vergréRert und die Zellen erneut

pelletiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt mit MACS-Puffer.
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Vor der Zentrifugation wurden 500 ul der Zellsuspension fir die Zellzahlung und
weitere 100 pyl pro durchflusszytometrische Messung abgenommen. Das Pellet
wurde in 0,5-1 ml MACS-Puffer aufgenommen und kalt gestellt. Die MNZ wurden
gezahlt und die Konzentration der CD34"-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt

(s.u.).

2.2.7.2 Anreicherung von CD34"-Zellen

Die aus dem Knochenmark separierten, pelletierten mononuklearen Zellen wurden in
1 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zunachst mit 100 uyl FcR-
Blocking-Reagenz (CD34 Progenitor Cell I solation Kit; Miltenyi) pro 1 x 10® Zellen
versetzt, sorgfaltig gemischt und eine halbe Stunde bei 4°C inkubiert, um eine
unspezifische Fc-Rezeptor-vermittelte Bindung der MicroBeads zu inhibieren. Im
Anschluss wurden die Zellen bei 4°C fur 30 Min. mit 100 pl Anti-CD34-Beads (CD34
Progenitor Cell Isolation Kit; Miltenyi) pro 1 x 10® Zellen inkubiert und anschlieRend
mit MACS-Puffer gewaschen, um uberschussigen Antikorper zu entfernen. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1-2 ml MACS-Puffer resuspendiert.

Die Zellen wurden Uber einen Zellfilter (pre-separation filter; Miltenyi) auf die
Separationssaule im Magneten gegeben, die vorher mit einem Saulenvolumen
MACS-Puffer aquilibriert worden war. Nachdem die CD34"-Zellen uber die
magnetischen Beads an die Saule retardiert worden waren, wurde diese dreimal mit
jeweils 7 ml MACS-Puffer gesplult, um alle nicht retardierten Zellen von der Saule zu
spulen. Der gesamte Durchfluss der Saule im Magnetfeld wurde als CD34-negative
(CD34") Zellfraktion in einem 50 ml-Réhrchen gesammelt und 100 pl pro FACS-
Messung abgenommen. Die Saule wurde nun aus dem Magnetfeld entfernt. Damit
wurden die MicroBeads mit den gebundenen Zellen von der Saulenmatrix feigesetzt
und konnten mit 2 x 7 ml MACS-Puffer durch Druck mit einem Stempel in ein 15 ml-
Réhrchen eluiert werden. Um die Reinheit der Zellpopulation zu erhéhen, konnte die
eluierte Zellfraktion erneut Uber eine zweite Saule getrennt werden. Zur Bestimmung
der Zellzahl und des CD34-Gehaltes wurden 500 pl der Zellsuspension fir die
Zellzahlung und weitere 100 pl pro durchflusszytometrischer Messung abgenommen.
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2.2.7.3 Zellzahlbestimmung

FUr eine automatisierte Messung wurden 300 pl Zellsuspension bendtigt, die nach
dem Ansaugen im Gerat verdinnt wurden (CellDyn 3500R Abbott Wiesbaden). Da
die Widerstandsanderung proportional zum Zellvolumen ist, erfolgte die
Identifizierung der einzelnen Zellpopulationen anhand der Widerstandsanderungen,
die beim Durchtritt einer Zelle durch die Kapillare auftraten. Bevor die verdinnte
Probe mit Lysisreagenz versetzt wurde, wurde die Erythrozyten- und die
Thrombozytenkonzentration gemessen. Anschliellend wurde in der lysierten Probe
die Leukozytenzahl ermittelt. Diese setzt sich aus der Anzahl von Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten zusammen. Die Zuordnung der Zellen geschieht Uber
deren GroRe und Granularitat. Alternativ wurde die Zellzahl nach Anfarben der

Zellsuspension mit Trypanblau manuell mit Hilfe der Neubauerkammer bestimmt.

2.2.7.4 Kultivierungsbedingungen

Die CD34"-Zellen wurden zur Untersuchung von Zellpolaritat und Motilitét drei Tage
in 120"™"-Medium in 24-Well-Platten (ca. 80.000 Zellen pro Well) kultiviert. Die
Temperatur im Brutschrank betrug 37°C und die CO,. Konzentration 5%. Fur die
Zeitreihen am Durchflusszytometer wurden die Zellen unter denselben Bedingungen
7d kultiviert. MNZ aus jeder Patienten-Probe wurden in 120 in einer 6-Well-Platte fur

die Kompensationsmessungen am Durchflusszytometer ebenfalls kultiviert.

2.2.8 Durchflusszytometrische Analysen

Die Methode der Durchflusszytometrie wird zur Zahlung und zur Analyse von
physikalischen und molekularen Eigenschaften von Zellen wie Oberflachenmarker in
einem Flussigkeitsstrom verwendet. Die durchflusszytometrische Analyse ist ein
Verfahren, das auf Fluoreszenz induzierter Streuung von Licht aufgrund
physikalischer Brechungseigenschaften einer Zelle basiert. Die Lichtstreuung des
Laserstrahls gibt hierbei Aufschluss Uber Gro3e und Granularitat, denn je grolder eine
Zelle ist und je mehr Organellen in ihrem Inneren sind, desto starker wird der auf die

Zelle treffende Laserstrahl gestreut.
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Informationen Uber die ZellgréRe erhalt man durch das Vorwartsstreulicht (Forward-
Scatter; FSC), das in Richtung des urspriinglichen Laserstrahls gemessen wird. Das
Seitwartsstreulicht (Side-Scatter; SSC) wird etwa rechtwinkelig zum Laserstrahl
detektiert, es liefert Informationen Uber die Granularitat der Zellen. Neben Zellgrolie
und -granularitat Iasst sich mit Hilfe des Durchflusszytometers die Expression von
Oberflachenmolekilen und intrazelluldren Proteinen auf oder innerhalb der Zellen
quantitativ bestimmen. Grundlage fur diese durchflusszytometrische Analyse bildet
die Antigen-Antikdrper-Bindung. Dabei werden die von der Zelle exprimierten
Antigene mit Hilfe von spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérpern markiert. Die
gefarbten Zellen werden in einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische
Fokussierung aneinander gereiht und an einem Laserstrahl geeigneter Wellenlange
vorbeigeleitet, der die Fluorochrome der an die Zellen gebundenen Antikorper,
anregt. Mit Photodetektoren wird das emittierte Fluoreszenzsignal einer Zelle
registriert, dessen Intensitat proportional zur Menge des gebundenen Antikorpers
und damit auch zur Menge des exprimierten Proteins ist. Der Einsatz von
Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen Emissionsspektren ermdglicht es, in
einer Messung die Expression verschiedener Proteine gleichzeitig zu analysieren.
Fir diese Arbeit wurden bis zu drei Proteine mit Hilfe von verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen gleichzeitig gemessen. Mit Hilfe einer Darstellungs- und
Auswertungssoftware  fur  durchflusszytometrische  Analysen  koénnen die
physikalischen Ereignisse in durchflusszytometrischen Diagrammen (Dot-Plot)
dargestellt werden. In diesen Diagrammen werden die Zellen, die ahnliche Streulicht-
und Fluoreszenzeigenschaften haben, in wolkenahnlichen Projektionen dargestellt.
In diesen Abbildungen entspricht jeder Punkt einem gemessenen Ereignis also einer
Zelle, mit entsprechenden fluoreszierenden Eigenschaften. Zur Auswertung der
durchflusszytometrischen Analysen wird in der Regel nur ein Teil der Messereignisse
herangezogen. Um eine Auswahl bestimmter Zellen bezuglich ihrer Fluoreszenz-
Eigenschaften zu treffen, werden mithilfe der Software Teilmengen definiert, welche
sich nun auch bezuglich weiterer Parameter in neuen Diagrammen darstellen lassen.
Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgen mit der Cytomics RXP-Software an

einem Cytomics FC500 Durchflusszytometer (Beckman Coulter, Krefeld).
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2.2.9 Lebendfarbungen

Lebendfarbungen wurden, wahrend die Zellen in Kultivierungsbedingungen

verweilten, durchgefluhrt.

2.2.9.1 Lebendfarbung mit dem Mitotracker
Der Mitotracker CMXROS oder FMGreen wird der Zellsuspension in der oben

genannten Verdunnung zugefuhrt und die Zellen werden fur 2 h im Brutschrank
inkubiert.
Fur die Zeitreihen am Durchflusszytometer wurden pro Well 50.000 Zellen ausgesat.

Die Zellen wurden jeweils am Tag der Farbung erneut gezahlt.

2.2.10 Immunhistochemische Analysen

2.2.10.1 Farbungen in Suspension

Die geernteten Zellen werden im Medium in 4%iger Paraformaldehyd-Losung (PFA)
Uber 20 Min. bei Raumtemperatur fixiert. Falls das Epitop, gegen das der Antikdrper
gerichtet ist, fixierungssensitiv ist, d.h. modifiziert werden konnte, erfolgte zunachst
eine Vorfixierung mit 0,2%igem PFA fir 5 Min. bei Raumtemperatur. Die Fixierung
der Zellen ist wichtig fur Lokalisationsstudien sowie um die Morphologie der Zellen zu
konservieren. Soll an dieser Stelle ein extrazellulares Epitop angefarbt werden,
erfolgt nun die Inkubation des ersten primaren und anschlieend des ersten
sekundaren  Antikorpers  (s.u.). AnschlieBend wird die Zelle mit
Permeabilisierungspuffer (s.0.) fir 30 Min. bei Raumtemperatur auf dem Taumler
permeabilisiert. Nach der Permeabilisierung erfolgt die Farbung von intrazellularen

Proteinen.

2.2.10.2 Farbungen auf Adhasionsobjekttragern

Die geernteten Zellen werden im Medium im 15 ml Réhrchen in 1% Paraformaldehyd
(PFA) fir 5 Min. bei Raumtemperatur vorfixiert, anschlieRend wird die Zellldsung auf
15 ml aufgefullt und pelletiert. Die Zellen werden resuspendiert und auf
Adhasionsobjekttrager (Marienfeld, HistoBond, silanisierte Objekttrager; Lauda-
Kdénigshofen, Deutschland) aufgetropft (40.000 Zellen pro Tropfen; bis 8 Tropfen pro
Objekttrager). Nach ca. 10 Min. sind alle Zellen abgesunken und der Objekttrager
wird bei -22°C fur 5 Min. in eine Kivette eiskaltes Methanol getaucht.
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AnschlieRend sind die Zellen sowohl fixiert als auch permeabilisiert. Um die
Zelltropfen wird nun eine Barriere mit einem Olstift gezogen, damit die spater
aufgetragene AK-LOsung sich nicht Uber den kompletten Objekttrager verteilt. Jetzt
kann die Farbung von intrazellularen Proteinen in einer Feuchtigkeitskammer (MIST,
magnetic immuno staining tray, CellPaths, Herts, UK) erfolgen.

Fur die Waschschritte werden die Objekttrager in eine mit PBS geflllte Glaskivette

gestellt und far 25 Min. auf dem Taumler inkubiert.

2.2.10.3 Extrazellulare Farbungen

Samtliche Inkubationsschritte mit Antikorpern erfolgen soweit nicht anders
beschrieben fir 30 Min. bei 4°C und in Anwesenheit von 5% Eselserum. Die
Zentrifugationsschritte erfolgen bei 600 g fiur 8 Min. bei Raumtemperatur soweit nicht
anders erwahnt.

2.2.10.3.1 Farbung mit einem unkonjugierten Primarantikorper

Nach der Fixierung erfolgt die Inkubation mit dem Primarantikorper in einem Volumen
von 100-200 ul. Zum Entfernen von Uberschissigen nicht gebundenen
Antikérpermoleklilen wird das Rohrchen mit Isoton auf 12 ml aufgeflllt und
zentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf etwa 200 ul abgenommen und das Pellet in
dem Restvolumen resuspendiert. Nach zwei weiteren Waschschritten wie oben
beschrieben erfolgt das Nachfarben des Primarantikorpers mit einem fluorochrom-
gekoppelten Sekundarantikorper. Da die Fluorochrome PE und FITC einem starken
Photobleaching-Effekt unterliegen, sind die Sekundarantikérper mit einem stabileren
Fluorochrom wie z.B. Cy3 oder Alexa488 gekoppelt und somit besser fur die
Fluoreszenzmikroskopie geeignet. Nach zwei weiteren Waschschritten mit 0,01%
TritonX100 zum Entfernen Uberschissiger Antikérpermolekile konnen die Zellen auf
Objekttrager getropft und nach dem Eintrocknen mit Eindeckelmedium und einem

Deckglaschen versehen werden.
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2.2.10.3.2. Doppelfarbung mit zwei Primarantikdrpern aus einer Spezies

Wurden die fur die Farbung verwendeten Antikérper aus Versuchstieren der gleichen
Spezies gewonnen, kann die Inkubation der primaren bzw. sekundaren Antikorper
nicht in einem Schritt erfolgen, da es sonst zu Kreuzreaktionen kommt. Die
Farbungen mussen nacheinander erfolgen. Nach der Inkubation mit dem ersten
verwendeten Primarantikdrper erfolgt das Nachfarben mit fluorochrom-konjugierten
Fab-Fragmenten, die gegen den Primarantikdrpers gerichtet sind. Nachdem die
Uberschussigen Fab-Fragmente durch Waschen entfernt wurden, erfolgt ein
Inkubationsschritt mit unkonjugierten Fab-Fragmenten, die alle restlichen
unbesetzten Bindestellen am Fc-Teil des Primarantikdrpers besetzen. Diese
Farbestrategie mit Fab-Fragmenten wird verfolgt, da entsprechende Epitope des
ersten verwendeten Primarantikorpers durch die Fab-Fragmente abgesattigt werden
und somit nicht mehr von einem weiteren Sekundarantikorper erkannt werden
konnen. Zum anderen hat die Verwendung von Fab-Fragmenten den Vorteil, dass
sie im Gegensatz zu kompletten Sekundarantikérpern, bestehend aus einem Fc- und
zwei Fab-Fragmenten, nur eine Bindungsvalenz besitzen und so verhindert wird,
dass die zweite Bindungsvalenz eines vollstandigen Sekundarantikrpers den
zweiten verwendeten Primarantikorper bindet und so Kreuzreaktionen hervorruft.
Somit ist eine Doppelfarbung mit zwei Antikérpern, die aus der gleichen Spezies
gewonnen wurden, moglich.

Durch Waschen werden die unkonjugierten Fab-Fragmente entfernt, und die Zellen
konnen nun mit dem zweiten primaren Antikdrper inkubiert werden. Das Nachfarben
kann an dieser Stelle mit einem fluorochrom-konjugierten Sekundar-Antikoérper

erfolgen.

2.2.10.4 Intrazellulare Farbung

Nachdem die Zellen fixiert und permeabilisiert sind, erfolgen samtliche
Inkubationsschritte mit Antikdrpern fur die intrazellulare Markierung soweit nicht
anders beschrieben fur mindestens 30 Min. auf dem Taumler und in Anwesenheit
von 5% Eselserum. Die Zentrifugationsschritte erfolgen bei 900 g tGber 10 Min. bei
Raumtemperatur soweit nicht anders erwahnt. Die Farbestrategie ist dieselbe wie
oben fir extrazellulare Farbungen beschrieben. Die Antikorper werden ggf. in

geringeren Konzentrationen eingesetzt.
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2.3.1 Analyse von Komorbiditaten

2.3.1.1 Patienten

FUr die Auswertung von Komorbiditaten wurden Patienten herangezogen, die im
Dusseldorfer MDS-Register dokumentiert sind und flr die zum Zeitpunkt der
Diagnose der IPSS-Score festgelegt wurde. Die Komorbiditaten wurden retrospektiv
aus den Akten ermittelt. Follow-up Daten wurden in der hamatologischen Ambulanz
der Uniklinik Dusseldorf oder durch Kontaktaufnahme mit dem Hausarzt erhoben. In
die Analyse wurden nur Patienten eingeschlossen, die lediglich Best Supportive Care
erhalten hatten; intensive Chemotherapie war ein Ausschlusskriterium. Als Best
Supportive-Care galt die Transfusionsbehandlung mit Erythrozyten- und Thrombo-

zytenkonzentraten, die Gabe von Erythropoietin und die Behandlung mit Antibiotika.

2.3.1.2 Datenanalyse

FUr deskriptive Analysen sowie uni- und multivariate Analysen wurde eine
computergestitzte Auswertung mit Hilfe von SPSS durchgeflnhrt.
Endpunkte in der Analyse von Uberlebenskurven war der Tod der Patienten. In den

Niedrigrisikogruppen wurde der Endpunkt nur bei ca 30% der Patienten erreicht.

2.3.1.3 Nicht-leukdmische Todesursache

Als nicht-leukamische Todesursache galt das Versterben eines Patienten aufgrund

einer anderen Ursache als der Leukamie.
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lll Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, ob die Mutationen JAK2 V617F und
MPL W515L/K, die bei Myeloproliferativen Syndromen einen Proliferationsvorteil
induzieren, auch bei Myelodysplastischen Syndromen vorkommen.

AuBerdem sollte die intrazelluldare Verteilung von Mortalin, das potentiell bei
Myelodysplastischen Syndromen Dysplasie induziert, in CD34"-Zellen untersucht
werden.

Weiterhin wurden Komorbiditaten bei MDS-Patienten in Bezug auf Haufigkeit und

prognostische Relevanz untersucht.
3.1 Mutationsanalysen

3.1.1 DNA-Isolierung, konventionelle PCR, Gelelektrophorese und Sequenzierung
von JAK2 V617F

Zur Analyse der JAK2-Mutation wurde zunachst die DNA isoliert, mittels PCR
amplifiziert und nach der Kontrolle der PCR durch Gelelektrophorese, wurde das
PCR-Produkt sequenziert.

Abbildung 3.1 zeigt die PCR-Produkte in einem Agarose-Gel. Die entsprechenden
PCR-Produkte wurden mittels eines kommerziellen Kits (Wizard PCR Preps DNA
Purification System, Promega, Heidelberg) aufgereinigt und zur Sequenzierung zu

SeglLab nach Géttingen verschickt.

Proben

801 B02 803 BO4 805 806 B0 8090 814 *
S500bp S0bp

DNA-GEenmarkar

[
[=1]
%=
m
(=
=
(=
[=1]
L=
L2
o
=
&

Abbildung 3.1: 3%iges Agarose-Gel

Die Grofte des PCR-Produktes betrug 345bp. Bei den unteren Banden handelt es sich um Primer. Der
DNA GrofRenmarker ist eine 100bp-Leiter. Die Bande, die 500bp entspricht, ist markiert. * enthalt die
PCR-Negativkontrolle.
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Bei einigen PCR konnten in der Gel-Elektrophorese Banden bei ca. 200, 400 und
500 bp dargestellt werden (Abb. 3.2). Diese wurden mit Hilfe des QIAQuick Gel
Extraktion Kits extrahiert und sequenziert. Es handelte sich um langere bzw. kurzere
Sequenzen aus dem JAK2-Gen, die aufgrund des Einsatzes des PCR-Produktes in

eine erneute PCR ebenfalls amplifiziert wurden.

Proben

710 711 712 713 714 715 716 717 718 719 720 721 722 723 724 725 %*

DNA-GriGenmarker
DNA-GraBenmarker

—
—_I

S00bp

Abbildung 3.2: 3%iges Agarose Gel

Die GroéRRe des PCR-Produktes betrug 345bp. Bei den unteren Banden handelt es sich um Primer. Der
DNA Groflenmarker ist eine 100bp-Leiter. Die Bande, die 500bp entspricht, ist markiert. * enthalt die
PCR-Negativkontrolle.Einzelne Banden bei ca. 200, 400 und 500bp wurden ausgeschnitten und
sequenziert.

In Tabelle 3.1 werden die Ergebnisse der Sequenzierung bezuglich JAK2 V617F
gezeigt.

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Sequenzierung
Wit=Wildtyp, die Prozentzahlen stehen fiir den Anteil des mutierten Alleles;

Proben JAK2 Proben JAK2 Proben JAK2 Proben JAK2
Nr. V617F Nr. V617F Nr. V617F Nr. V617F

114 Wit 582 Wit 714 Wit 808 Wit
157 Wit 610 Wit 715 Wit 810 Wit
205 Wit 624 Wit 716 Wit 811 Wit
213 Wit 655 Wit 717 Wit 812 Wit
221 Wit 656 Wit 718 Wi 813 Wit
223 Wit 672 Wit 719 ca.30% 814 Wit
232 Wit 701 Wit 720 Wi 815 Wit
277 Wit 702 Wit 721 Wit 840 ca.60%
298 Wit 703 Wi 722 Wit 841 ca. 30%
336 Wi 704 n.d. 723 Wit 842| ca.30%
355 Wit 705 Wit 724 Wit 843 | ca.45%
421 Wit 706 Wit 725 Wi 844 ca.15%
427 Wit 707 Wit 726 Wit 845 Wit
432 Wit 708 Wit 802 Wit

456 | ca.10% 709 Wit 803 Wit

477 Wt[ 710/809 Wit 804 Wit

497 Wit 711 ca.30% 805 Wt

504 Wt[ 712/836 ca. 5% 806 Wt

581 Wit 713 Wit 807 ca.10%
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3.1.2 Etablierung der real-time PCR und der Schmelzkurvenanalyse fir JAK2 V617F

Um den Schritt der Sequenzierung zu sparen und die Analyse zu beschleunigen,
wurde eine real-time PCR mit anschlieBender Schmelzkurvenanalyse etabliert.
Zunachst wurde die real-time PCR mit anschlieRender Schmelzkurvenanalyse mit
Primern und Sonden, wie bei McClure et al. (Leukemia, 2006) beschrieben,
durchgefiihrt. Es ergaben sich jedoch in der Schmelzkurvenanalyse Kurven, die im
Bereich des Wildtyppeaks 2 HOoOhepunkte (im folgenden Doppelpeaks genannt)
hatten. Daraufhin wurde eine ausfuhrliche Etablierung der Methode mit dem
LightCyclerFastStart DNA Master SYBR Green | Kit durchgeflihrt. Trotz ausfuhrlicher
Etablierungsversuche konnte kein gutes Ergebnis erzielt werden.

Die Mutationsanalyse wurde dann mit Primern und Sonden nach Olsen et al. (Arch
Pathol Lab Med, 2006) durchgefuhrt (siehe Material und Methoden). Die Sonden
entsprachen der Wildtypsequenz. Wenn die JAK2 V617F-Mutation vorhanden ist,
entsteht eine Fehlpaarung mit der entsprechenden Sonde. Dementsprechend
schmilzt das Hybrid aus Sonde und mutierter DNA bei ca. 48°C, das Hybrid aus
Wildtyp und Sonde bei 58°C.

In der Sensitivitdtsanalyse wurde festgestellt, dass weniger als 5% mutierte DNA in
95% Wildtyp-DNA nachzuweisen sind. Die PCR war in der Lage, eine 1/100.000
Verdinnung einer 3 ng/ul konzentrierten CMK-DNA zu amplifizieren. Abbildung 3.3
zeigt eine Beispiel-Schmelzkurve mit der Patientenprobe 836.

Melting Peaks

_ 05824 N \Vasser

F 0792
07024
0.6124 mm CMEK
0.522 = Probe 836

3 40 42 44 45 48 50 52 54 55 58 GO0 62 G4 66 AA
Temperature (°C)

Abbildung 3.3 Schmelzkurvenanalyse fur JAK2 V617F

Die CMK-DNA stammt aus einer Zelllinie, die die JAK2-Mutation exprimiert und dient als Positiv-
Kontrolle. 5% Kontrolle heilt, in dieser Probe befinden sich 5% der CMK-DNA und 95% der Wildtyp—
DNA.

Die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse entsprachen, sofern beide Methoden

durchgefuhrt wurden, denen der Sequenzierung (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Ergebnisse von Sequenzierung (Seq) und Schmelzkurvenanalyse (LC)

Wit=Wildtyp, die Prozentzahlen stehen fiir den Anteil des mutierten Alleles, n.d.=nicht durchgefihrt

Nr. Seq: JAK2V617F |LC JAK2V617F Nr. Seq: JAK2V617F LC JAK2V617F Nr. Seq:JAK2V617F |LC JAK2V617F
114 Wt n.d 582 Wt nd.| 714 Wi n.d.
157 Wt n.d. 610 Wt nd.[ 715 Wi n.d.
205 Wt n.d. 624 Wt nd.| 716 Wi n.d.
213 Wt n.d. 655 Wt Wt| 717 Wt n.d.
221 Wi Wt 656 Wi Wt 718 Wi n.d.
223 Wt n.d. 672 Wt nd.[ 719 ca. 30% n.d.
232 Wt Wt 701 Wt nd.[ 720 Wi n.d.
277 Wt Wt 702 Wt nd.[ 721 Wit n.d.
298 Wt n.d. 703 Wi nd.[ 722 Wi n.d.
336 Wt Wt 704 n.d. nd.[ 723 Wi n.d.
355 Wt n.d. 705 Wt nd.| 724 Wi n.d.
421 Wt n.d. 706 Wt nd.[ 725 Wi n.d.
427 Wt n.d. 707 Wi nd.| 726 Wt n.d.
432 Wi Wt 708 Wi nd.[ 802 Wi Wt
456 ca. 10% ca. 10% 709 Wt nd.[ 803 Wt Wt
477 Wt n.d. 710 Wt nd.[ 804 Wt Wt
497 Wt n.d. 711 ca. 30% nd.| 805 Wt Wt
504 Wt n.d.| 712/836 ca. 5% 5% | 806 Wt Wt
581 Wt n.d. 713 Wt nd.| 807 ca. 10% ca. 10%
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3.1.3 Ergebnisse Mutationsanalyse JAK2 V617F

Die JAK2 V617F-Mutation konnte bei 6 von 12 RARS-T Patienten, aber bei keinem der 4 Patienten mit RARS und einer
Thrombozytenzahl von 500.000 bis 600.000/pl nachgewiesen werden.

Tabelle 3.3: Klinische Merkmale und Ergebnisse der Mutationsanalyse der 12 Patienten mit

RARS-T (Thrombozyten >600.000/ul) und der 4 Patienten mit RARS (Thrombozyten zwischen 500.000 and 600.000/ul) n.d. nicht durchgefihrt, Thr.=

Thrombozyten

Gislf::,lﬁz?t/ % Ringsidgro- Hnge' WBbee' b:?lr)-x Karyotyp follow up JAK2 MPL
Dx blasten bei Dx 1dl Il 1l /outcome V617F W515L/K
g M M

/80 15 5,2 20.300 2.100.000 n.d. 1 m., verstorben 30% wi
m/66 43 10,2 7.140 1.350.000 n.d. 59 m., verstorben wi wit
m/80 60 9,1 6.900 1.105.000 n.d. 16 m., verstorben wi wi
m/84 15 7.4 32.500 1.012.000 n.d. 1 m., lost 60% wit
/59 43 10,9 8.900 999.000 Normal 233 m., lebend 30% wit
m/77 44 13,1 8.700 957.000 n.d. 23 m., lost 5% wit
/87 45 9,1 17.000 942.000 n.d. 5 m., verstorben 45% wi
m/72 19 9,6 7.300 695.000 Normal 10 m., lebend 15% wt
/58 38 9,6 9.800 686.000 Normal 97 m., verstorben, AML wit wit
/57 50 6,1 7.500 677.000 del 11 17 m., verstorben wit wit
/163 57 7,3 2.900 664.000 Normal 12 m., lebend wt wt
/80 18 8,9 9.000 642.000 n.d. 54 m., verstorben wt wt
/82 29 11,9 5.300 589.000 n.d. 22 m., lebend wit wit
m/73 21 7,5 16.800 572.000 komplex 33 m.,verstorben, AML wit wit
m/72 16 9,3 4.400 552.000 n.d. 33 m.,lebend wit wit
74 30 8,0 3.500 542.000 n.d. 135 m., lebend wit wit
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In anderen Subgruppen konnte die JAK2-Mutation sporadisch gefunden werden: bei
2 von 18 RA-Patienten (Thrombozytenzahl 999.000/ul bzw. 1.350.000 /ul), bei 1 von
5 CMML-Patienten (Thrombozytenzahl 507.000/pl), bei keinem von 8 RAEB, bei 1
von 2 RAEB-T-Patienten (Thrombozytenzahl 967.000/ul) sowie bei 4 von 41 MDS-

Patienten mit isolierter Del (5q).

3.1.4 MPL W515L/K real-time PCR und Schmelzkurvenanalyse

Die real-time PCR mit der oben beschriebenen Methode funktionierte gut (Abb. 3.4).
Um die Kurven zu optimieren, wurde noch eine Magnesium-Titration durchgefuhrt.
Optimale Ergebnisse wurden bei 3 mM Magnesium-Konzentration erreicht.

Als Positivkontrolle wurde die DNA eines ET-Patienten mit MPL W515L benutzt. Die
MPL-Mutation wurde bei diesem Patienten auch durch Sequenzierung bestatigt. Die
Negativkontrolle blieb negativ.

Es konnte bei keinem der Patienten mit Thrombozytose eine MPL W515L/K Mutation
nachgewiesen werden (Tabelle 3.4). Von den 41 MDS- Patienten mit isolierter Del
(5q) konnte ich fur 13 Patienten die Analyse durchfihren, von den Ubrigen Patienten

war kein Material mehr vorhanden.

Melting Peaks

g 1.4a3
= ]
3 ] . ildtyp
0.993
g ] mm Vasser
@ 0 493 mm 50% MPLWWS15 L und 50%
g : 1 Wildtyp
= o007
= 1
= 50 55 B0 65 70 75 80

Temperature (°C)
Abb.3.4: Schmelzkurven Analyse fir MPL W515L/K
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Tabelle 3.4: Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse. Wt=Wildtyp.

MPL MPL MPL MPL

Proben Nr. | W515K/L| Proben Nr. | W515K/L| Proben Nr. | W515K/L | Proben Nr | W515K/L

114 Wit 624 Wit 818 Wit 837 Wit

205 Wit 655 Wit 819 Wit 840 Wit

213 Wit 656 Wit 820 Wit 841 Wit

221 Wit 672 Wit 821 Wit 842 Wit

223 Wit 802 Wit 822 Wit 843 Wit

232 Wit 803 Wit 823 Wit 844 Wit

277 Wit 804 Wit 824 Wit 845 Wit

298 Wit 805 Wit 825 Wit

336 Wit 806 Wit 826 Wit

355 Wit 807 Wit 827 Wit

421 Wit 808 Wit 828 Wit

427 Wi 810 Wit 829 Wit

432 Wit 811 Wit 830 Wit

a77 Wi 812 Wit 831 Wit

497 Wit 813 Wit 832 Wit

504 Wit 814 Wit 833 Wit

581 Wi 815 Wi 834 Wit

582 Wi 816 Wit 835 Wit

610 Wit 817 Wit 712/836 Wit

3.1.5 Statistische Analysen

Statistische Analysen mit dem Statistikprogramm SPSS zeigten, dass RARS-T
Patienten, die positiv fur die JAK2 V617F Mutation sind, hohere Leukozytenzahlen
(Median 15.800/ul versus 7.300/ul; p=0.03) sowie hohere Thrombozytenzahlen
(Median, 1.118,000/ul versus 738.000/ul; p=0.03) zum Zeitpunkt der Diagnose
aufweisen.

Weder die Konzentration der Thrombozyten noch der Leukozyten korrelierte mit dem

Anteil des mutierten Alleles.
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3.2 Analyse der intrazellularen Distribution von Mortalin

Um die intrazelluldre Verteilung von Mortalin im Zytoplasma von CD34"-Zellen von
MDS-Patienten zu untersuchen, wurden aus deren Knochenmark zuerst die
mononukledren Zellen mittels Ficoll aufgereinigt, anschlieBend die CD34"-Zellen
mittels magnetischer Zellseparation angereichert. Die Verteilung von Mortalin im
Zytoplasma von CD34%-Zellen von MDS-Patienten wurde verglichen mit der
Verteilung in CD34"-Zellen aus Apheresat. Dazu wurden ebenfalls mittels
magnetischer Zellseparation CD34"-Zellen angereichert. Alle CD34"-Zellen wurden
dann in Kultur genommen und an Tag 3 der Kultivierung fixiert, permeabilisiert und
gefarbt. Der Anteil der CD34"-Zellen wurde in MNZ vor Aufreinigung gemessen, um
die Anzahl der zu erwartenden Zellen berechnen zu kénnen. Der Aufreinigungserfolg
wurde ebenfalls durchflusszytometrisch bestimmt und an Tag 3 der Kultivierung

erneut gemessen.

3.2.1 Zellzahlen und Aufreinigung von MDS-Knochenmark

Es wurden pro MDS-Patient 10 ml heparinisiertes KM aufgereinigt. Die Zellzahlen
nach Ficoll - das heiRt die absoluten MNZ - schwankten zwischen 6x10° und
2,7x10%. Bei sehr geringen Zellzahlen und geringem Anteil CD34*-Zellen wurde
teilweise auf eine Aufreinigung mit MACS verzichtet (Proben Nr. 0, 2 und 11). Die
Proben 4 und 5 wurden fir intrazellulare Durchflusszytometrie verwendet. Gefarbt
wurden MDS 1, 3, 6-10. Der Anteil der CD34"-Zellen betrug zwischen 0,2 und 14,9%.
Die Reinheit nach MACS zwischen 57% und 93%. Diese Ergebnisse sind in Tabelle

3.5 aufgelistet.
Tabelle 3.5: Charakteristika der MDS-KM; n.=nicht

Diagnose- | . | Diagnose CD34 | CD34 | (pyay
Nr. | Geburtsdatum datum Diagnose initial bel_ MNZ Zellzahl | vor nach d3
Punktion MACS | MACS
0 18.09.1932 | 14.06.2000 | RAEB | sAML 6,1x10°| 0,2%
1 07.05.1948 | 15.07.2003 | RCMD RCMD 2,7x10° 1% 77% | 64,40%
2 02.10.1939 | 23.12.2005 | RCMD RAEBI 5x10° 2%
3 11.03.1937 | 15.06.2006 | RAEB | RAEBII 4,8x10"| 10%83,10% | 77,30%
4 01.01.1948 | 15.07.2007 ICUS 1,5x10" | 2,3%
5 25.11.1933 | 17.06.2006 | RCMD RAEBII/sAML 6x10°|  10%
6 12.05.1926 | 15.03.2004 | unclass SAML 2x10" | 14,9% | 93,70% | 92,60%
7 20.05.1947 | 07.04.2004 | RCMD 1x10’ 3% |60,70% | 60,20%
8 29.12.1943 | 06.03.2008 | RCMD Erstdiagnose 7x10"|  9%(67,80% | 77,50%
9 11.05.1939 | 19.10.2005 | RAEB | sAML 3x10’ | 15,8% | 84,50% | 83.3%
10 07.06.1983 | 06.06.2000 | RCMD RCMD 2x10"| 0,6% |57,60% | 34,60%
11 07.05.1948 [ 15.07.2003 | n. auswertbar 6,3x10° 3%
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3.2.3 Zeitreihen im Durchflusszytometer

Um zu Uberpriifen, ob die Mitochondrien wahrend der Mitose von CD34"-Zellen
asymmetrisch auf die Tochterzellen verteilt werden, wurden erneut zunachst die
CD34"-Zellen aus Apheresat isoliert und unter oben genannten Kulturbedingungen
kultiviert.

Es wurden taglich mehrere Wells Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des
Mitotrackers sowie Anti-CD34 Antikorper und Anti-CD133 Antikorper gefarbt und
durchflusszytometrisch gemessen. Bei einer asymmetrischen Verteilung der
Mitochondrien wirden mehrere Populationen erwartet, erstens die unreifen Zellen
CD133"9" die wenig Mitochondrien erhalten wiirden, zweitens CD133"", die reiferen
Zellen, die theoretisch mehr Mitochondrien erhalten wurden (Beckmann et al., 2007).
Abbildung 3.5 zeigt die Verteilung der Mitochondrien. Es konnte keine
charakteristische Verteilung einer asymmetrischen Segregation der Mitochondrien
gefunden werden.

In den Dot Plots, in denen der Mitotracker gegen CD34 aufgetragen ist, sieht man
trotzdem jeweils rechts unten eine kleine Population CD133"" (hellgrau dargestellt),
die weniger Mitotracker enthalten als die lbrigen CD133™e™eda® ynd CD133"9"

Zellen.

3.2.4 Quantitative Analyse von Mortalin im Durchflusszytometer

Um eine quantitative Aussage tber Mortalin in CD34"-Zellen von MDS-Patienten im
Vergleich zu CD34"-Zellen aus Apheresat zu treffen, wurde in MNZ Mortalin und
CD34 angefarbt um durchflusszytometrisch die Menge von Mortalin zu bestimmen.
Trotz Testung verschiedener Permeabilisierungsreagenzien, sowie CD34 Antikorper,
die unterschiedliche Epitope erkennen, ging wahrend der Permeabilisierung CD34
auf der Zelloberflache verloren und es war somit nicht méglich, die CD34"-Zellen von
den anderen MNZ zu unterscheiden um durchflusszytometrisch die Menge von

Mortalin zu bestimmen.
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Abbildung 3.5: Tagliche Anfarbung der Mitochondrien sowie der CD133- und CD34-Proteine
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3.2.5 Mikroskopie

3.2.5.1 Polaritat von CD34"-Zellen aus MDS-Knochenmark

Fuhler et al. beschrieben 2008, dass CD34%-Zellen aus MDS-Knochenmark im
Vergleich zu CD34"-Zellen aus Knochenmark von hamatologisch gesunden
Patienten eine eingeschrankte Migrationsfahigkeit aufweisen u.a. aufgrund von
beeintrachtigter F-Aktin Polymerisierung. Um festzustellen, ob CD34*-Zellen aus
MDS-KM Uberhaupt in der Lage sind, einen Migrationsphanotypen - wie er flr
CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut typisch ist — anzunehmen, untersuchten wir
zunachst mit Hilfe der Lichtmikroskopie die Polaritat der CD34"-Zellen aus MDS-KM.
Die CD34%-Zellen von MDS-Patienten nehmen unter den oben beschriebenen
Bedingungen innerhalb weniger Minuten einen polarisierten Phanotyp an, ebenso
wie flir CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut beschrieben (Giebel et al., 2004) (Abb.
3.6).

Abbildung 3.6: CD34"-Zellen im Durchlicht aus KM eines MDS-Patienten
Links an Tag 0 der Kultivierung: Die Zellen sind klein und rund. Rechts Tag 3 der Kultivierung: Die
Zellen haben einen Migrationsphanotyp angenommen und sind gewachsen. d=Tag
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3.2.5.2.Polaritét von CD34"-Zellen aus Apheresat

Auch CD34%-Zellen aus Apheresat nehmen unter den oben beschriebenen

Bedingungen innerhalb weniger Minuten einen polarisierten Phanotyp an (Abb. 3.7).

Abbildung 3.7: CD34"-Zellen im Durchlicht aus Apheresat.
Links an Tag 0 der Kultivierung: Die Zellen sind klein und rund. Rechts Tag 3 der Kultivierung: Die
Zellen haben einen Migrationsphanotyp angenommen und sind gewachsen. d=Tag

3.2.6 Immunhistochemische Untersuchungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden grundsatzlich am 3. Tag der
Kultivierung der CD34"-Zellen in 120"** durchgefiihrt.

Die intrazellulare Farbung von Suspensionszellen wurde zunachst, wie bei
Beckmann et al. (2007) beschrieben, durchgeflhrt (siehe auch Material und
Methoden). Wahrend der ersten Versuche klebten die Zellen zusammen. Um das zu
verhindern, wurden verschiedene Waschpuffer ausprobiert. Als Grundlage wurde
Isoton verwendet, es wurde verschieden-prozentig BSA, FBS und EDTA dazu
gegeben. Das beste Ergebnis erzielte ein Waschpuffer mit 0,01% Triton und 10%
FBS.

3.2.6.1 Mortalin als Mitochondrien-Marker

Zunachst sollte herausgefunden werden, ob Mortalin sich in CD34%-Zellen als
Mitochondrien-Marker eignet, bzw. ob es in CD34'-Zellen extramitochondriale
Lokalisationen von Mortalin - wie fir andere Zellen beschrieben - gibt. Durch eine
Doppel-Farbung der Mitochondrien sowohl mit dem Mitotracker CMXRos als auch
mit dem Anti-Mortalin-Antikdrper konnte gezeigt werden, dass zwischen den beiden
Kanalen, in denen man Mitotracker CMXRos und Anti-Mortalin-Antikérper darstellt,

eine nahezu 100%ige Ubereinstimmung besteht (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Runde Zelle aus MDS-KM
Mortalin ist mit Alexa488 gefarbt (grin), rot ist der MT CMXRos

3.2.6.2 Verteilungsmuster von Mortalin bei CD34"-Zellen aus MDS-Knochenmark

CD34"-Zellen von MDS-Patienten haben - wie oben gezeigt - an Tag 3 der
Kultivierung nur einen sehr schmalen Zytoplasmasaum. Aufgrund dieser Tatsache
wurden sowohl runde Zellen als auch solche mit polarisiertem Phanotyp beurteilt.

Die Mitochondrien befinden sich bei den runden Zellen um den Zellkern verteilt in
dem dunnen Zytoplasmasaum (Abb. 3.8).

Haben die Zellen einen polarisierten Phanotyp angenommen, sind die Mitochondrien

hauptsachlich an der Basis des Uropoden der Zelle lokalisiert (Abb. 3.9).
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-

Abbildung 3.9: CD34"-Zellen aus MDS-KM an Tag 3 ihrer Kultivierung in 120***

In Gegenwart der entsprechenden Zytokine nahmen die Zellen einen Migrationsphanotyp an.

In Spalte 1 in rot der Mitotracker, in Spalte 2 Mortalin mit Alexa488 angefarbt, in Spalte 3 die
Uberlagerung aller Kanale. Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).

3.2.6.3 Verteilungsmuster von Mortalin in CD34"-Zellen aus Apheresat

Das Verteilungsmuster von Mortalin in CD34"-Zellen aus Apheresat entspricht
demjenigen der CD34"-Zellen aus MDS-KM (Abb. 3.9 und 3.10).
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Mito-Tracker CMX Ros

Abbildung 3.10: CD34"-Zellen aus Apheresat an Tag 3 ihrer Kultivierung in 120"
In Gegenwart der entsprechenden Zytokine nahmen die Zellen einen Migrationsphanotyp an.

In Spalte 1 in rot der Mitotracker, in Spalte 2 Mortalin mit Alexa488 angefarbt, in Spalte 3 die
Uberlagerung aller Kanale. Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).

Das intrazellulare Verteilungsmuster von Mortalin in malignen und benignen

hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen ist nicht unterschiedlich.

58
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3.2.6.4 Verteilungsmuster von Mortalin bei CD34"-Zellen aus Knochenmark von

hamatologisch gesunden alteren Probanden

Es konnten 2 Knochenmarksproben von hamatologisch gesunden alteren Probanden
analysiert werden. Aufgrund der geringen Zellzahl sowie dem geringen Anteil CD34"-
Zellen konnte nur bei einem Probanden die immunhistochemische Farbung von
CD34"-Zellen an Tag 3 durchgefiihrt werden. In diesem Knochenmark eines
gesunden alteren Probanden war die Mortalin-Verteilung in CD34"-Zellen identisch
mit der in CD34"-Zellen aus MDS-KM und CD34+-Zellen aus Apheresat (Abb. 3.11).

MitoTracker Mortalin Alexa488

Abbildung 3.11 CD34"-Zellen eines hamatologisch gesunden &lteren Probanden an Tag 3 ihrer
Kultivierung in 120"

In Gegenwart der entsprechenden Zytokine nahmen die Zellen einen Migrationsphanotyp an.

In Spalte 1 in rot der Mitotracker, in Spalte 2 Mortalin mit Alexa488 angefarbt, in Spalte 3 die
Uberlagerung aller Kanéle. Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).

3.2.3 Verteilungsmuster von Mortalin wahrend der Mitose

In dieser Arbeit sollte der Vermutung nachgegangen werden, dass es eine
asymmetrische Verteilung der Mitochondrien auf die Tochterzellen von CD34"-Zellen
gibt. Dazu wurden erneut immunhistochemische Farbungen an Tag 3 der
Kultivierung durchgefuhrt. Die Praparate wurden nach Mitosen durchsucht und die
Mitosen fotodokumentiert. Der dritte Tag der Kultivierung wurde der Beobachtung
folgend gewahlt, dass mit einsetzender Teilung der HSPZ Proteine wie z.B. der
Transferrinrezeptor asymmetrisch segregieren. Giebel et al. konnten anhand von
Proliferationskinetiken zeigen, dass dies unter den beschriebenen Bedingungen am
haufigsten zwischen dem zweiten und dritten Tag der Kultivierung geschieht (2006).

In 410 Mitosen aus 7 Apheresaten und 11 Mitosen aus 2 Knochenmark von MDS-
Patienten konnte keine asymmetrische Verteilung von Mortalin auf die Tochterzellen
gefunden werden (Abb. 3.12). Die Mortalin-Fluoreszenz befindet sich wahrend der
Mitose zunachst in der Teilungsfurche wahrend der spateren Mitose-Stadien

verteilen sich die Mitochondrien im gesamten Zytoplasma der Mitose-Figur.
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MitoTracker Mortalin Alexa 488

Abb.3.12: Mitose einer CD34"-Zelle aus Apheresat an Tag 3 ihrer Kultivierung in 120
In Spalte 1 Uberlagerung von rot, griin und blau Kanalen, in Spalte 2 in rot der Mitotracker, in Spalte 3
Mortalin mit Alexa488 angefarbt, in Spalte 4 die Uberlagerung aller Kanale. Die Kerne wurden mit
DAPI angefarbt (blau).

+++

Um zu evaluieren, ob keine asymmetrischen Mitosen gefunden worden waren oder
ob es keine asymmetrischen Mitosen in CD34%-Zellen bezliglich der
Mortalinverteilung gab, wurde eine Doppel-Farbung sowohl von Mortalin als auch von
CD71 oder CD63 durchgefiihrt. CD71 und CD63 wurden in kultivierten CD34*-Zellen
aus Nabelschnurblut als asymmetrisch segregierend beschrieben (Beckmann et al,,
2007).

Dazu wurden verschiedene Permeabilisierungsmethoden durchgefuhrt, MeOH und
Triton X100. Fir CD71 konnten 245 Mitosen aus 4 Apheresaten analysiert werden
(Abb. 3.13), davon war in 2 Mitosen die CD71-Verteilung asymmetrisch, die von
Mortalin symmetrisch (Abb. 3.16). Fur CD63 konnten 34 Mitosen in einem Apheresat
dokumentiert werden (Abb. 3.14), davon war in einer die Verteilung von CD63

asymmetrisch, die von Mortalin symmetrisch (Abb.3.15).
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merge

CD71 Alexa 488l Mortalin Cy3

Abbildung 3.13: Symmetrische Mitose einer CD34"-Zelle aus Apheresat an Tag 3 ihrer Kultivierung in
|20+++

In Spalte 1 Uberlagerung von rot, griin und blau Kanalen, in Spalte 2 in CD71 mit Alexa488 angefarbt,

in Spalte 3 Mortalin mit Cy3 angefarbt, in Spalte 4 die Uberlagerung aller Kanéle. Die Kerne wurden
mit DAPI angefarbt (blau).

CD63 Alexa 488

Mortalin Cy3

Abb.3.14: Symmetrische Mitose einer CD34"-Zelle aus Apheresat an Tag 3 ihrer Kultivierung in 120"

In Spalte 1 Uberlagerung von rot, griin und blau Kanalen, in Spalte 2 in CD63 mit Alexa488 angefarbt,

in Spalte 3 Mortalin mit Cy3 angefarbt, in Spalte 4 die Uberlagerung aller Kanéale. Die Kerne wurden
mit DAPI angefarbt (blau).
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CD63 Alexa 488

Abbildung 3.15: Asymmetrische Mitose einer CD34"-Zelle aus Apheresat an Tag 3 ihrer Kultivierung in
|20+++

In Spalte 1 Uberlagerung von rot, griin und blau Kanalen, in Spalte 2 in CD63 mit Alexa488 angefarbt,
in Spalte 3 Mortalin mit Cy3 angefarbt, in Spalte 4 die Uberlagerung aller Kanale. Die Kerne wurden
mit DAPI angefarbt (blau). Die linke Zelle erhalt mehr CD63 als die rechte Zelle.

62

Mortalin Cy3

Abbildung 3.16: Asymmetrische Mitose einer CD34"-Zelle aus Apheresat an Tag 3 ihrer Kultivierung in
|20+++

In Spalte 1 Uberlagerung von rot, griin und blau Kanalen, in Spalte 2 in CD63 mit Alexa488 angefarbt,
in Spalte 3 Mortalin mit Cy3 angefarbt, in Spalte 4 die Uberlagerung aller Kanale. Die Kerne wurden
mit DAPI angefarbt (blau). Die linke Zelle erhalt mehr CD71 als die rechte Zelle.
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3.3 Analyse von Komorbiditaten bei MDS-Patienten

Die hinsichtlich Komorbiditaten untersuchte Kohorte umfasste 171 Patienten (114
mannlich und 57 weiblich). Das mediane Alter zum Diagnosezeitpunkt betrug 69 (24-
88) Jahre. AuRer BSC kamen keine spezifischen Therapien zum Einsatz. Gemaf
IPSS befanden sich 23% der Patienten in der Niedrigrisikogruppe, 39% in der
Intermediar-1-Risikogruppe, 24% in der Intermediar-2-Risikogruppe und 14% in der
Hochrisikogruppe (Abb. 3.17).

p=0.00005

Cumulative Survival

0 48 96 144 192 240 288
24 72 120 168 216 264

months

Abbildung 3.17 Kumulatives Uberleben nach IPSS. A=Niedrigrisikogruppe, B=Intermediar-1-
Risikogruppe, C=Intermediar-2-Riskogruppe, D=Hochrisikogruppe

3.3.1 Analyse von Komorbiditaten anhand des CCI

Gemal Charlson Komorbiditaten Index (CCI) konnten bei 60 Patienten (35%)
Komorbiditaten gefunden werden. 111 (65%) der Patienten wiesen keine relevanten
Komorbiditaten auf, 37 (22%) hatten eine Komorbiditat, 15 (9%) hatten zwei
Komorbiditaten, 2 Patienten hatten drei Komorbiditaten, 6 Patienten hatten 4
Komorbiditaten und bei keinem der Patienten waren mehr als 4 Komorbiditaten zu

finden.
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Die haufigsten Komorbiditdten waren Diabetes ohne Komplikationen (21 Patienten)
und Myokardinfarkt (12 Patienten). Neun Patienten litten zusatzlich an einem soliden
Tumor. Weitere Komorbiditaten waren: Herzinsuffizienz, periphere arterielle
Verschlusskrankheit, zerebrovaskulare Erkrankung, Diabetes mit Komplikationen,
Hemiplegie, chronische Lungenerkrankung, Bindegewebserkrankungen, leichte
Lebererkrankung und maRige oder schwere Niereninsuffienz.

Nach Berechnung des Scores wurden die Patienten in CCI-Risikogruppen eingeteilt.
Das mediane Uberleben der gesamten Kohorte betrug 30 Monate, Patienten in der
Niedrigrisikogruppe Uberlebten 42 Monate, Patienten in der Intermediar-Risikogruppe
Uberlebten 15 Monate und Patienten in der Hochrisikogruppe uberlebten 19 Monate.
Im Vergleich zu der Gesamtkohorte war das Uberleben der Hochrisikogruppe
deutlich eingeschrankt (p=0,006) (Abb. 3.18), wahrend zwischen der Intermediar-

Risikogruppe und der Hochrisikogruppe kein Unterschied gefunden wurde.

p=0.006

Cumulative Survival

0 48 96 144 192 240 288
24 72 120 168 216 264

months

Abbildung 3.18 Kumulatives Uberleben der Patienten nach CCIl. A=Niedrigrisikogruppe,
B=Intermediar-Risikogruppe, C=Hochrisikogruppe
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Bei Verwendung des modifizierten CCI, der das Alter der Patienten berlcksichtigt,
ergab sich eine Niedrigrisikogruppe von nur 8 Patienten, die eine sehr gute Prognose
aufwiesen.

Als nachstes wurde der Zusammenhang zwischen CCl und IPSS untersucht.
Innerhalb der IPSS-Niedrigrisikogruppe und der IPSS-Hochrisikogruppe konnte der
CCI die Patienten nicht weiter hinsichtlich ihrer Prognose auftrennen. Allerdings war
es anhand der Komorbiditaten maoglich, die Intermediar-1 und Intermediar-2-Risiko-
gruppen weiter zu unterteilen: Die mittlere Uberlebenszeit betrug 35 Monate bei
Patienten mit einem CCI von 0, 15 Monate bei einem CCI von 1 und nur 4 Monate
bei einem CCI von 2 oder mehr (p=0,03) (Abb.3.19).

80 1 70
70
60 - o9 55 *

50 - m CCI=0
40 1 35 @ CCl=1

30 - .5 O CCl22
20 |

10 | 4 T 5
0 —— | S

Niedrigrisiko Int-1+2 Risiko Hochrisiko

Monate

Abbildung 3.19 Auftrennung der IPSS Subgruppen nach CCI Risikogruppen

3.3.2 Analyse von Komorbiditaten anhand des HCTCI

Mit Hilfe des Komorbiditats-Index fir Patienten mit hamatopoietischer Stammzell-
transplantation (HCTCI) war es modglich, bei 52% der Patienten Komorbiditaten
aufzudecken. 47 Patienten hatten eine Komorbiditat, 22 Patienten hatten zwei
Komorbiditaten, 14 Patienten hatten drei, 4 Patienten hatten vier und 1 Patient hatte
funf Komorbiditaten. Die Verteilung auf die Risikogruppen ergab 82 Patienten in der
Niedrigrisikogruppe, 69 Patienten in der Intermediar-Risikogruppe und 20 in der
Hochrisikogruppe. Die haufigsten Komorbiditaten waren Infektion (n=39) und Herz-
erkrankung (n=25). Es konnte keine Korrelation zwischen kardialen Problemen und
dem Schweregrad der Anamie gefunden werden, auch nicht zwischen Infektionen
und der Neutrophilenzahl. Patienten mit einem HCTCI-Score von 0 hatten ein
medianes Uberleben von 68 Monaten, solche mit einem Score von 1 oder 2 hatten
ein medianes Uberleben von 34 Monaten, und Patienten mit einem Score von 3 oder

mehr hatten ein medianes Uberleben von nur 25 Monaten (p<0,001) (Abb. 3.20).
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p=0.0003

Cumulative Survival

0 48 96 144 192 240 288
24 72 120 168 216 264

months

Abbildung 3.20 Kumulatives Uberleben nach HCTCI. A=Niedrigrisikogruppe, B=Intermediar-
Riskogruppe, C=Hochrisikogruppe

Es war weiterhin moglich, mit Hilfe des HCTCI die IPSS-Intermediar-2-Patienten und
die IPSS Hochrisikogruppe weiter aufzutrennen (p=0,016; p=0,0026). In den beiden
anderen |IPSS-Risikogruppen konnte der HCTCI keine zusatzliche prognostische
Information liefern (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21 Auftrennung der IPSS Subgruppen nach HCTCI Risikogruppen

Mit Hilfe der univariaten Analyse konnte gezeigt werden, dass Lungenerkrankungen,
gastrointestinale Ulzera, Herzerkrankungen sowie Infektionen unabhangige

prognostische Faktoren beziiglich des Uberlebens waren.
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3.3.3 Multivariate Analyse der Komorbiditats-Indices

Eine multivariate Analyse mithilfe des Cox-Regressionsmodells ergab, dass der
HCTCI unabhangig vom IPSS prognostische Informationen liefern kann (p=0,006),
der CCI jedoch nicht. Das Alter wurde ebenfalls nicht in das Regressionsmodell
aufgenommen, d.h. dass das Alter in dieser Kohorte kein unabhangiger

prognostischer Faktor zusatzlich zum IPSS ist.

3.3.4 Nicht-leukdmische Todesursachen

In den HCTCI-Risikogruppen unterschied sich der Anteil der Patienten, die an
anderen Todesursachen als an einer Leukadmie verstarben, signifikant (53% der
Niedrigrisiko-Patienten, 61% der Intermediarrisiko-Patienten und 85% der Hochrisiko-
Patienten (p=0,0093)).
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IV Diskussion

4.1 Mutationsanalysen

4.1.1 RARS-T

Die vorliegende Doktorarbeit leistet mit ihren molekulargenetischen und klinischen
Ergebnissen einen Beitrag zur Definition und klassifikatorischen Einordnung der
RARS-T, deren Beziehung zu MDS bzw. MPS schon seit einiger Zeit diskutiert wird.
Rogers-Streeter et al. waren die ersten, die Patienten mit sideroblastischer Anamie
und Thrombozytose (>500.000/ul) untersuchten. Sie beschrieben, dass diese
Patienten (n=17) zum Diagnosezeitpunkt junger waren (medianes Alter 55 Jahre) als
Patienten mit RARS (70 Jahre) und langer Uberlebten. Aul3erdem trat bei keinem der
Patienten eine leukamische Transformation auf, aufgrund dessen die Autoren die
Schlussfolgerung zogen, dass der zugrundeliegende Proliferationsvorteil ein anderer
sein musse als der, der zu einer Leukamie flhre (1977).

2001 wurde in der WHO-KIlassifikation fur myeloische und lymphatische Tumoren die
Gruppe der MDS/MPN Overlap-Syndrome geschaffen, in der erstmalig die
provisorische Entitat einer refractory anemia with ring sideroblasts and thro  mbo-
cytosis (RARS-T) definiert wurde. Fur diese Diagnose waren 15% Ringsideroblasten
im Knochenmark erforderlich, und der diagnostische Schwellenwert fur die Thrombo-
zytose wurde auf 600.000/ul festgelegt (Jaffe und Harris, 2001). Dieser Schwellen-
wert war jedoch umstritten. Shaw et al. (2005) schlugen vor, die relevante Thrombo-
zytenzahl auf 500.000/ul zu senken, um Falle mit weniger stark ausgepragter
Thrombozytose nicht zu verkennen. Um die diagnostischen Kriterien fir ET und
RARS-T zu vereinheitlichen, gilt in der revidierten WHO-KIassifikation von 2008 eine
Thrombozytose von mindestens 450.000/pl als Schwellenwert.

Aufgrund der Tatsache, dass im Knochenmark dieser Patienten eine proliferative
Komponente vorliegen muss, die zu einer Entwicklung einer Thrombozytose flhrt,
wurden folgende Mutationsanalysen durchgefuhrt:

In der vorliegenden Doktorarbeit konnte die JAK2 V617F-Mutation bei 50% der
Patienten mit RARS-T und Thrombozyten >600.000/pl nachgewiesen werden
(Zipperer et al., 2007, Gattermann et al., 2007). Diese Mutationshaufigkeit stimmt gut
mit den in der Literatur verdffentlichten Daten tberein (Remacha et al., 2006; Wang
et al., 2006; Ceesay et al., 2006; Szpurka et al., 2006; Boissinot et al., 2006).
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Betrachtet man alle in der Literatur beschriebenen Patienten, die initial auf
JAK2 V617F untersucht wurden, dann lassen von 33 RARS/RARS-T Patienten mit
einer Thrombozytenzahl zwischen 400.000 und 600.000/yl nur 3 (9%) eine
JAK2 V617F Mutation erkennen, im Gegensatz zu 27 von 45 Patienten (60%) mit
einer Thrombozytenzahl Gber 600.000/ul. Ein diagnostischer Schwellenwert von
600.000/ul scheint daher angemessener zu sein, wenn man davon ausgeht, dass die
JAK2 V617F-Mutation ein wichtiges Charakteristikum der RARS-T ist. Ein diagnosti-
scher Schwellenwert von 600.000/ul wird auch durch Untersuchungen von Wang et
al. unterstitzt, die morphologische Unterschiede in der Megakaryopoiese zwischen
Patienten mit milder (<600.000/ul) und ausgepragter Thrombozytose sahen (2006).
Der Anteil der Allele, die die Mutation tragen, schwankte in unseren Untersuchungen
zwischen 5% und 60%. Ein Patient mit 60% JAK2 V617F-mutierten Allelen war als
homozygot zu klassifizieren, wenn man davon ausgeht, dass 100% heterozygot
mutierter Allele maximal einen Anteil von 50% ausmachen kdnnen. Patienten mit ET
sind fast immer heterozygot. Schmitt-Graff et al. konnten anhand seriell gewonnener
Proben zeigen, dass mit steigender Mutationslast auch die Thrombozytenzahl
ansteigt. Malcovati et al. beobachteten, dass bei initial JAK2 V617F-negativen
RARS-Patienten, die einen Thrombozytenanstieg entwickelten und
dementsprechend als RARS-T neu klassifiziert werden mussten, die JAK2 V617F-
Mutation nachweisbar wurde (2009). In unserer Kohorte fand sich, moglicherweise
wegen der relativ kleinen Zahl von Patienten kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Anteil der mutierten Allele und der Thrombozytenzahl. Die bislang
veroffentlichten Daten sprechen jedoch daflr, dass die Deregulierung von JAK2 der
Entwicklung einer RARS-T vorausgeht.

Bei JAK2 V617F-positiven Patienten sind die Erythrozytenzahlen hoéher und das
MCV kleiner, d.h. die JAK2-bedingten Einflisse sind gegenlaufig zu den eher
megaloblastoiden Veranderungen einer sideroblastischen Erythropoiese (Schmitt-
Graff et al., 2008). In unserem Kollektiv hatten JAK2 V617F-positive Patienten
signifikant hohere Leukozyten (p=0,03) und Thrombozyten (p=0,03). In der Literatur
finden sich nicht immer signifikante Unterschiede (Ceesay et al., 2006; Szpurka et
al., 2006), wahrscheinlich ebenfalls aufgrund kleiner Patientenzahlen. Fasst man die
veroffentlichten Falle zusammen, so haben JAK2-positive Patienten signifikant
hdohere Hb-Werte (Remacha et al., 2006; Wang et al., 2006; Ceesay et al., 2006;
Szpurka et al., 2006; Boissinot et al., 2006, Gattermann et al., 2007).
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Ahnlich wie bei Remacha et al. (2006) beschrieben war die JAK2-Mutation fiir unsere
Patienten, im Gegensatz zu der Einschatzung von Schmitt-Graff et al. (2008), nicht
mit einem Uberlebensvorteil verbunden,. Der prognostische Vergleich zwischen
RARS-T und RARS fallt also nicht eindeutig aus.

Malcovati et al. konnten anhand von X-Chromosom-Inaktivierungsmustern (XCIP)
nachweisen, dass es sich bei der RARS-T um eine klonale Erkrankung handelt. Wie
bei den myeloproliferativen Syndromen (Kravolics et al., 2006) findet sich aber auch
bei RARS-T die JAK2 V617F-Mutation nur in einem Teil der XCIP-definierten
klonalen Granulozyten. Das bedeutet, dass es andere, bislang nicht entdeckte
Mutationen geben konnte, die bereits eine klonale Expansion bewirkt haben, ehe die
JAK2-Mutation auftritt. Daflr spricht auch die Beobachtung, dass sich bei Patienten
mit JAK2 V617F-positiven myeloproliferativen Syndromen JAK2 V617F-negative
Leukamien entwickeln kénnen (Campell et al., 2006), die wahrscheinlich von dem
JAK2-negativen Ursprungsklon ausgehen. In der Literatur finden sich nur zwei Falle
von RARS-T mit JAK2-Mutation, die in eine SAML transformierten (Wang et al., 2006;
Pich et al., 2009), was auf die relative Benignitat der JAK-2-Mutation hindeutet
(Campell et al., 2006).

Bei keinem der Dusseldorfer RARS-T-Patienten konnte eine MPL-Mutation nach-
gewiesen werden. Auch andere Arbeitsgruppen fanden bei RARS-T nur sporadisch
MPL-Mutationen (Schmitt-Graff et al., 2008 1/23; Steensma et al., 2006 0/10;
Malcovati et al., 2009 2/19; Schnittger et al., 2008 1/1). Selten kommen JAK2- und
MPL-Mutationen gemeinsam vor (Malcovati et al., 2009). Lasho et al. beobachteten
dies bei einigen MPS-Patienten, wobei der Anteil der MPL-positiven Zellen stets
groRer war als der Anteil JAK2-V617F-positiver Zellen (2006). Die Autoren boten als
Erklarungsmadglichkeit an, dass die beiden Mutationen entweder in unterschiedlichen
Klonen entstehen oder dass der JAK2 V617F-Klon einen Subklon des MPL W515L-
Klons darstellt. Insgesamt unterstutzt unsere Untersuchung die Schlussfolgerung,
dass MPL-Mutationen wegen ihrer Seltenheit als Ursache des Proliferationsvorteiles

bei RARS-T wohl zu vernachlassigen sind.
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Von einigen Autoren ist die Moglichkeit in Betracht gezogen worden, dass es sich bei
RARS-T um die Koexistenz zweier unterschiedlicher Erkrankungen handeln kénnte,
namlich RARS und ET. Wenn man jedoch deren Inzidenzen berucksichtigt (ET: 0,59-
2,53 Falle pro 100.000 pro Jahr (Briere et al., 2007); MDS: ca. 4-5/100.000/Jahr
(Germing et al., 2004); RARS: <1/100.000/Jahr (10-15% der MDS-Diagnosen,
(Greenberg et al, 1997; Hamblin, 2009)), dann kénnte die Kombination von RARS
und ET, vorausgesetzt es handelt sich um unabhangige Ereignisse, hochstens mit
einer Haufigkeit von 1/10.000.000.000/Jahr auftreten. Die Inzidenz von RARS-T liegt
gemall Dusseldorfer MDS-Register jedoch etwa 300-fach hoher, namlich bei
3/100.000.000/Jahr bzw. bei 21 Fallen Uber einen Zeitraum von etwas Uber 20
Jahren (RARS-T mit Thrombozyten >600.000ul). Dementsprechend kann eine

zufallige Koinzidenz von RARS-T und ET weitgehend ausgeschlossen werden.

RARS-T als eine Variante der ET zu betrachten, ist ebenfalls problematisch. Wang et
al. (2006) fanden bei RARS-T niedrigere Thrombozyten und Hb-Werte, ein hdheres
MCV und ein kirzeres Uberleben als bei ET (2006). Auch in der Studie von Schmitt-
Graff et al. hatten Patienten mit RARS-T eine kirzere Uberlebensdauer; sie waren
allerdings auch im Mittel alter (Median: 71 J.) als Patienten mit ET oder IMF.
Boissinot et al. (2006) fanden auch in vitro Unterschiede zwischen ET und RARS-T.
Sie beobachteten, dass vier Patienten mit RARS-T (positiv fur JAK2 V617F) im
colony assay keine endogenen megakaryozytaren Kolonien bildeten, im Gegensatz
zu Patienten mit ET, bei denen endogenes megakaryozytares Koloniewachstum in
etwa 85% der Falle zu finden ist. Remacha et al. (2006) zeigten, dass bei zwei
RARS-T Patienten (positiv fur JAK2 V617F) auch keine endogenen erythroiden
Kolonien (EEC) gebildet wurden und weniger BFU-E vorhanden waren. Bei myelo-
proliferativen Syndromen geht die JAK2-Mutation im Allgemeinen mit einer
gesteigerten Zahl von EEC einher. Nach der Entdeckung der JAK2- und MPL-
Mutationen kam auch die Freiburger Arbeitsgruppe, die 2002 noch der Ansicht war,
dass Patienten mit ET-RS (gleichbedeutend mit RARS-T) auf der Basis morpho-
logischer Befunde eindeutig den Diagnosen ET bzw. idiopathische Myelofibrose
(IMF) bzw. MDS zugeordnet werden konnten, zu dem Schluss, dass RARS-T als
eigene Entitat anzusehen ist (Schmitt-Graff et al., 2002 und 2008).



IV Diskussion 72

Fur eine Abgrenzung zwischen RARS-T und RARS sprechen auch die Ergebnisse
von Genexpressionstudien. Malcovati et al. (2009) fanden, dass das Phanomen der
Ringsideroblasten bei RARS und RARS-T zwar mit ahnlichen Veranderungen in der
Expression Erythropoiese-relevanter Gene assoziiert ist (z.B. Hochregulation von
ALAS2, Herabregulation von ABCB7), dass sich RARS und RARS-T hinsichtlich

ihres Genexpressionsprofils jedoch unterscheiden lassen.

Aufgrund eigener Resultate und unter Berucksichtigung der bislang in der Literatur
veroffentlichten Beobachtungen und Versuchsergebnisse halten wir folgende Patho-
genese der RARS-T flur wahrscheinlich:

1) Fir den sideroblastischen Phanotyp, der eine abnorme mitochondriale Eisen-
akkumulation widerspiegelt, durften Mutationen verantwortlich sein, die nichts mit
dem myeloproliferativen Wachstumsvorteil zu tun haben. Diese ,RARS-Mutationen®
entstehen in einer hamatopoietischen Stammzelle, manifestieren sich aber haupt-
sachlich in erythropoietischen Zellen, da diese wegen ihrer intensiven Hamsynthese
auf ungestorten mitochondrialen Eisenstoffwechsel angewiesen sind. Ohne Zusatz-
mutationen, die der betroffenen Stammzelle einen Wachstumsvorteil verleihen,
konnten ,RARS-Mutationen keine klonale Knochenmarkserkrankung hervorrufen.

2) Bei RARS-T tragt offenbar die JAK2-V617F-Mutation zum erforderlichen
Proliferationsvorteil bei. Analog hierzu mussen bei Patienten mit RARS andere, noch
unbekannte Mutationen diese Rolle ubernehmen.

3) Verschiedene Versuchsergebnisse der letzten Jahre weisen darauf hin, dass die
JAK2-Mutation auch bei RARS-T nicht die einzige und auferdem nicht die erste
Mutation ist, welche die klonale Expansion in Gang setzt. Als proliferativer ,first hit*
kommen vielfaltige genetische Veranderungen in Frage, wie z.B. eine Deletion 20q
(Schaub et al., 2009) oder TET2-Mutationen (Abdel-Wahab et al., 2010).

Nach unserer Einschatzung handelt es sich bei der RARS-T um ein overlap-
Syndrom, weil einerseits durch bislang unbekannte Mutationen ein MDS-typischer
sideroblastischer Phanotyp (einschlieBlich typischer Genexpression) hervorgerufen
wird, anderseits aber durch JAK2-V617F (und weitere Mutationen) Charakteristika
myeloproliferativer Syndrome entstehen, wie z.B. megakaryozytare Proliferation,
Uberproduktion von Thrombozyten, Myelofibrose und vaskulére Ereignisse (Schmitt-
Graff et al., 2008).
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Wardrop und Steensma (2009) fragen sich, ob es gerechtfertigt sei, RARS-T als
eigenstandige Entitat zu definieren, obgleich zu erwarten sei, dass die Diagnose nur
bei etwa einem Patienten pro Zentrum pro Jahr gestellt wird. Diese Frage lasst sich
wahrscheinlich erst dann positiv beantworten, wenn die korrekte Diagnose als

Voraussetzung flr eine wirksame Therapie bendtigt wird.

4.1.2 JAK2 V617F bei MDS mit isolierter Deletion (5q)

Unter 41 Patienten mit MDS mit isolierter Deletion (5q) aus dem Dusseldorfer MDS-
Register konnten wir 3 mit JAK2 V617F-Mutation identifizieren (7%) und dieses
Ergebnis auch im Rahmen einer multizentrischen Studie bestatigen (Ingram et al.,
2006). In dieser Studie konnte weiterhin gezeigt werden, dass Patienten MDS mit
isolierter Deletion (5g) mit JAK2-Mutation signifikant hdhere Leukozytenzahlen, einen
Trend zu hdheren Thrombozytenzahlen sowie ein hyperzellulares Knochenmark
haben. Diese Ergebnisse unterstitzen den Eindruck, dass die JAK2-Mutation zur

Entstehung einer hyperproliferativen klonalen Hamatopoiese beitragt.

4.1.3 JAK2 V617F bei MDS (allgemein) mit Thrombozytose

Bei den Ubrigen Patienten mit Thrombozytose (> 500.000): 18 RA (WHO: 1 RA; 17
RCMD), 5 CMML (WHO: 4 CMML-I; 1 CMML-II), 8 RAEB (WHO: 4 RAEB-I; 4 RAEB-
II) und 2 RAEB-T konnten wir die JAK2 V617F-Mutation nur sporadisch (ca 1%)
nachweisen, namlich bei zwei Patienten mit RA und jeweils einem Patienten mit
CMML und RAEB-T. Die geringe Mutationshaufigkeit stimmt ungefahr mit den Daten
anderer Zentren Uberein, die bei ca. 5% aller MDS-Patienten eine JAK2-Mutation
fanden (Steesma et al., 2005). Die JAK2-Mutation scheint also in der Pathogenese
der meisten MDS-Erkrankungen keine Rolle zu spielen, was wiederum die

Schlussfolgerung unterstutzt, RARS-T einen Sonderstatus zu verleihen.
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4.2 Mortalin

4.2 .1 Mortalin Verteilung in CD34"-Zellen

Der zweite Teil der Doktorarbeit wurde im Rahmen des DFG-Graduiertenkollegs GK
1033 (Altersforschung) durchgefuhrt. Fluoreszenzmikroskopisch wurde die intra-
zelluldre Verteilung von Mortalin in CD34"-Zellen untersucht. Dabei sollte geklart
werden, welcher Typ der intrazellularen Distribution von Mortalin Dbei
myelodysplastischen Syndromen vorliegt und ob altersabhangige Veranderungen zu
beobachten sind. Aufderdem sollte untersucht werden, ob Mortalin bei der Mitose
hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen asymmetrisch auf die Tochterzellen

verteilt wird.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass die Farbung von CD34"-Zellen mit dem Anti-
Mortalin-Antikdrper nahezu hunderprozentig mit der Farbung der Mitochondrien
durch den Mitotracker CMXROS uUbereinstimmte, was auch von anderen Autoren
beschrieben wurde (Bhattacharyya et al., 1995; Dahlseid et al., 1994; Rivolta et al.,
2001). Extramitochondriale Lokalisationen (Ran et al., 2000) kénnen in CD34"-Zellen
offenbar vernachlassigt werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich Mortalin und die Mitochondrien in den
runden CD34"-Zellen stets im diinnen Zytoplasmasaum um den Zellkern herum
befinden. Im Gegensatz zu grélieren Zellen, z.B. Zellen solider Tumore, die reichlich
Zytoplasma besitzen, ist wegen der geringen Groe der CD34"-Zellen eine Aussage
zum Verteilungsmuster also weniger sinnvoll, da es gewissermalien nur eine
mogliche Verteilung gibt. Deshalb wurde im nachsten Schritt die Verteilung der
Mitochondrien in solchen CD34"-Zellen untersucht, die den starker raumgreifenden
Migrationsphanotyp angenommen hatten. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl
bei CD34%-Zellen aus Knochenmark von MDS-Patienten als auch bei G-CSF-
mobilisierten normalen CD34"-Zellen eine verstarkte Ansammlung von Mortalin in der
Basis des Uropoden zu finden ist. Dies galt auch flr einen hamatologisch gesunden
alteren Probanden. Anscheinend gibt es zwischen klonal expandierten CD34"-Zellen
bei MDS einerseits und benignen CD34"-Zellen andererseits keine substanziellen

Unterschiede in der zytoplasmatischen Verteilung von Mortalin.
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Es wurde auch kein Unterschied zwischen alteren und jungeren Patienten oder
zwischen high- und low-risk MDS gefunden. Eingeschrankt wird diese Aussage
dadurch, dass es eventuell Unterschiede gibt, die nur elektronenmikroskopisch zu
erfassen sind.

Dies ist unserem Wissen nach die erste Studie, die sich beim Menschen mit der
Mortalinverteilung in frihen hamatopoietischen Progenitorzellen befasst; alle bislang
beschriebenen Besonderheiten fanden sich in Tumorzellen bzw. Zelllinien (Wadhwa
et al 2006). Prinzipiell ist es moglich, dass eine Veranderung der Mortalinverteilung
erfolgt, sobald Stammzellen ihre Nische verlassen. Lonergan et al. (2006)
beschrieben, dass sich in adulten Stammzellen von Rhesusaffen die Morphologie der
Mitochondrien mit zunehmender Passage von perinuklear (bei erhaltener
Multipotenz) Uber homogen verteilt bis zu aggregriert (in spaten Passagen, in denen
die stemness verloren gegangen ist) verandert. Auch fur Oozyten der Rhesusaffen-
Embryonen wurde beschrieben, dass die Mitochondrien-Formation sich wahrend der
Differenzierung verandert (Squirrel et al, 2003). Das in dieser Doktorarbeit
nachgewiesene Muster entsprache am ehesten der frihen Verteilung bei Lonergan
et al.. Chen et al. (2009) vermuten, dass perinukledres Arrangement ein optimales
Mikromileu fur die Kommunikation zwischen Zellkern und Mitochondrien ermdéglicht,
z.B. fir die Translokation von Regulatoren der mitochondrialen Genexpression.
Andere Autoren spekulieren, dass die perinuklearen Mitochondrien den Zellkern vor
groReren Fluktuationen der Kalziumkonzentration schutzen (Park et al., 2001).

Eine weitere Besonderheit im Vergleich mit bislang untersuchten Zelllinien ist der
Befund, dass bei MDS-Patienten eine geringere Expression (high-risk-MDS) oder
keine signifikant veranderte Expression von Mortalin (low-risk-MDS) vorlag (bislang
unpublizierte Daten, Dusseldorf), im Gegensatz zu erhdhter Mortalin-Expression in

den meisten untersuchten Tumorgeweben (Wadhwa et al., 2006).
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Xie et al. (2000) untersuchten die Expression von Mortalin in 13 myeloischen
Leukamie-Zelllinien mit und ohne Deletion (5q). Die niedrigste Expression fand sich
in der MUTZ1-Zelllinie, die von einem MDS-Patienten mit Deletion (5q) abstammt.
Die Autoren konnten aber keine Korrelation zwischen dem Ursprung der Zelllinien
und dem Expressionsniveau von Mortalin herstellen. Die DNA von drei der AML-
Zelllinien wurde aulierdem sequenziert, ohne dass Mortalin-Mutationen gefunden
wurden. Auch bei MDS-Patienten konnten bisher keine Punktmutationen im Mortalin-
Gen nachgewiesen werden (unverodffentlichte Daten, Dusseldorf). Kirzlich konnten
Graubert et al. (2009) mit high-throughput Methoden in keinem der 3 Gene (inklusive
Mortalin), die in der CDR 5q32.1 liegen, Punktmutationen oder kleine Deletionen
finden, so dass es eher die Haploinsuffizienz von Genprodukten aus der CDR 5q32.1

ist, die ein MDS entstehen lasst.

4.2.2 Mortalin-Verteilung in CD34"-Zellen wahrend der Mitose

Eine kritische Phase in der Stammzellentwicklung ist die Entscheidung zwischen
Selbsterneuerung und Differenzierung. Das sogenannte intrinsische Modell postuliert
hierbei eine asymmetrische Zellteilung, wahrend das extrinsische Modell von einer
ersten, vollstandig symmetrischen Zellteilung ausgeht, deren Tochterzellen dann von
extrinsischen Signalen entweder zur Selbsterneuerung oder zur weiteren Differen-
zierung gebracht werden. Fur multipotente Zellen des Innenohrs konnten Rivolta et
al. (2001) anhand einer Zellinie eine asymmetrische Verteilung von Mortalin auf die
Tochterzellen nachweisen, nicht jedoch fur eine unipotente Zelllinie. Asymmetrische
Verteilung der Mitochondrien wurde aul3erdem in dem eukaryontischen Organismus
Xenopus beobachtet (Marinos 1986).

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden CD34"-Zellen aus Apheresat mit
Thrombopoietin, Stammzellfaktor und FLT3-Ligand (sog. early-acting-cytokines)
kultiviert. Am dritten Tag wurden die Mitochondrien angefarbt, um deren Verteilung
auf die Tochterzellen zu beurteilen. Fluoresenzmikroskopisch konnte in 410 Mitosen

keine asymmetrische Verteilung von Mortalin auf die Tochterzellen gefunden werden.



IV Diskussion 77

Auch durchflusszytometrisch ergab sich kein Anhalt fur asymmetrische Zellteilung,
die sich durch vermehrte Ausstattung der reiferen Zellen (CD133/ow) mit
Mitochondrien bemerkbar gemacht hatte. Allenfalls lie3 sich eine Population von
CD133"-Zellen beschreiben, die weniger Mitotracker enthielten als die
CD133™Mermediate ,nq €D 133"9" Zellen. Dementsprechend konnten Piccoli et al. (2006)
eine inverse Beziehung zwischen CD34 und Mitotracker in CD34"-Zellen aus

Apheresat feststellen.

Auch in Ko-Farbungen mit Mortalin und bekannten asymmetrisch segregierenden
Markern (Beckmann et al., 2007), namlich CD71 (Transferrin-Rezeptor) bzw. CD63,
konnten in CD34"-Zellen aus Apheresat keine asymmetrische Verteilungen von
Mortalin nachgewiesen werden. Bei einer Untersuchung von CD34"-Zellen aus
Nabelschnurblut (Beckmann et al., 2007) wurden fur CD71 und CD63 ca. 20%
asymmetrische Mitosen gefunden. Bei ahnlicher Frequenz hatten wir bei der Ko-
Farbung mit CD63 unter 34 untersuchten Mitosen 7 asymmetrische Zellteilungen
finden mussen, bei der Ko-Farbung mit CD71 unter 245 Mitosen 49 asymmetrische
Teilungen. Mdglicherweise ist die Rate asymmetrischer Mitosen in CD34-Zellen aus
Apheresat prinzipiell besonders niedrig oder die zur Stimulation verwendeten
Zytokine wurden nicht in optimaler Konzentration eingesetzt. Takano et al. (2004)
beschrieben, dass die Anzahl der HSC, die sich asymmetrisch teilen, von den
verwendeten Zytokinen abhangig ist, was jedoch nicht mit den Erfahrungen von
Giebel et al. (2004) Ubereinstimmt.

Insgesamt sprechen unsere Untersuchungen dafur, dass eine asymmetrische
Verteilung von Mortalin und damit eine asymmetrische Verteilung der Mitochondrien
keine entscheidende Rolle bei der Festlegung des Zellschicksals von CD34*-Zellen

zu spielen scheint.
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4.3 Analyse von Komorbiditaten bei Patienten mit MDS

Im dritten Teil der Doktorarbeit wurde untersucht, wie haufig Begleiterkrankungen bei
MDS-Patienten vorkommen, ob es bevorzugte Komorbiditaten gibt und in welchem
Zusammenhang sie mit den bisher etablierten Prognose-Scores stehen.

Als Goldstandard zur Abschatzung der Prognose gilt bei MDS nach wie vor das
International Prognostic Scoring System (IPSS), das von Greenberg et al. (1997)
entwickelt wurde. Der IPSS-Score beruht auf Daten, wie z.B. Karyotyp oder Anzahl
der Zytopenien, die die Biologie der Index-Erkrankung reflektieren, nicht aber die
,Biologie des Patienten“. Das vor kurzem von Malcovati et al. entwickelte WPSS
(WHO-classification-based Prognostic Scoring System) berucksichtigt zusatzlich die
Transfusionsbeddurftigkeit, die nicht nur krankheits- sondern auch patientenzentriert
ist, da Patienten unterschiedlich stark an ihrer Anamie leiden und deshalb unter-
schiedlich intensiv transfundiert werden.

Ein offensichtlicher Faktor der Patientenbiologie ist das Alter. Seit langerem wird Uber
den Einfluss des Alters auf den Verlauf der MDS-Erkrankung diskutiert. Die
spanische MDS-Arbeitsgruppe kam bereits 1989 zu dem Schluss, dass das Alter
(>60 Jahre), die Thrombozytenzahl und der Blastenanteil den grof3ten Einfluss auf
das Uberleben haben (Sanz et al., 1989). Die Arbeitsgruppe um Aul konnte zeigen,
dass Alter (>70 Jahre), der MDS-Typ RARS, LDH, Blastenanteil, Hb-Konzentration
und Thrombozytenzahl unabhangige prognostische Faktoren sind (Aul et al., 1992).
Auch in der IPSS-Etablierungskohorte stellten Greenberg et al. (1997) einen
unabhangigen Einfluss des Alters (>60 Jahre) fest. Schliel3lich zeigten Malcovati et
al. (2005), dass auch innerhalb der einzelnen MDS-Typen der WHO-KIlassifizierung
das Alter ein unabhangiger Prognose-Faktor ist. Zum Teil ist das Patientenalter in
Prognose-Scores integriert worden, nicht jedoch in die beiden wichtigsten Scores
(IPSS und WPSS).

Zu weiteren klinischen Daten, die Auskunft Uber die Biologie von MDS-Patienten
geben und sich evtl. auf deren Prognose auswirken, ist bislang kaum etwas bekannt.
Mary Charlson et al. (1987) konnten jedoch zeigen, dass Komorbiditaten ganz
entscheidende Parameter hinsichtlich der Prognose internistischer Patienten sind.
Aulerdem spielt die Erfassung von Komorbiditdten eine wichtige Rolle bei der

Auswahl geeigneter Therapieverfahren.
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Unsere Studie ist unserem Wissen nach die erste, die sich naher mit dem Problem
von Begleiterkrankungen bei MDS-Patienten befasst hat (Zipperer et al., 2008). Bei
Patienten, die Best Supportive Care (BSC) erhielten, fanden wir Komorbiditaten
(gemal HCTCI) in 52% der Falle. Besonders haufig waren Infektionen und koronare
Herzerkrankungen. Komorbiditaten gingen mit verschlechterter Prognose einher. Wir
konnten zeigen, dass der HCTCI im Gegensatz zum CCI Patienten mit MDS
bezuglich ihrer Prognose in Untergruppen unterteilen kann. Obwohl dieser Score fur
high-risk Patienten entwickelt wurde, hatte er unabhangig vom IPSS prognostischen
Einfluss in unserer Kohorte von Patienten, die BSC erhielten. Es gibt mehrere
Grinde, warum der HCTCI fur MDS-Patienten besser geeignet ist als der CCI.
Erstens konnte er aufgrund anders definierter und gewichteter Parameter haufiger
Komorbiditaten identifizieren (52% vs. 35% mit CCI). Dabei ist wichtig, dass der
Faktor Herzerkrankungen im HCTCI durch koronare Herzkrankheit erweitert wurde,
da diese Erkrankung nicht nur haufig ist, sondern besonders fur anamische Patienten
eine grof3e Rolle spielt. Zur vollstandigeren Erfassung komorbider Patienten hat auch
die Berucksichtigung von Infektionen beigetragen, die bei 20% der Patienten
vorlagen. Weiterhin ist der HCTCI besser fur MDS-Patienten geeignet, weil er auf
hamatologische Probleme abgestimmt wurde. Faktoren, die als Komorbiditaten nur
schwer auf MDS-Patienten anzuwenden sind, wie z.B. Leukamie oder HIV-Infektion,
wurden von Sorror et al. ausgeschlossen.

Der HCTCI zeigte in den Hochrisikogruppen eine bessere Trennscharfe als der CCl,
was wahrscheinlich darauf zurickzufuhren ist, dass Kriterien, die eine Stammzell-
transplantation ausschlieRen, ein starkeres Gewicht erhielten.

Weder der HCTCI noch der CCI erreichten bei unseren Patienten eine gute
Trennscharfe in der low-risk-Gruppe, obwohl die Sterblichkeit, die nicht mit der MDS-
Erkrankung assoziiert ist, in diesem Kollektiv besonders hoch sein sollte. Mdglicher-
weise lasst sich dieses Resultat damit erklaren, dass in der low-risk-Gruppe nur ein
Bruchteil der Patienten am Ende des Beobachtungszeitraums verstorben war.

Wang et al. (2009) konnten ebenfalls feststellen, dass Komorbiditaten die Prognose
von MDS-Patienten verschlechtern. Unabhangige Prognosefaktoren waren vor allem
Herzinsuffienz und chronisch-obstruktive Lungenerkrankung, wahrend Diabetes die

Prognose nicht beeinflusste.



IV Diskussion 80

Obgleich wir anhand der existierenden Scores zeigen konnten, dass Komorbiditaten
die Prognose von MDS-Patienten beeinflussen, sind weder der CCl noch der HCTCI
optimal auf die Mehrheit dieser Patienten zugeschnitten. Es fehlt ein leicht
anzuwendener Score, der signifikante Ergebnisse fur alle MDS-Untergruppen erzielt.
Della Porta et al. stellten 2007 auf dem Jahreskongress der American Society of
Hematology (ASH) erstmals einen Score vor, der speziell fur MDS-Patienten
entwickelt wurde. Dafur waren 840 in Padua diagnostizierte Patienten retrospektiv
bezuglich ihrer Komorbiditaten analysiert worden. Die Arbeitsgruppe fand
Begleiterkrankungen in 54% der Falle, erwartungsgemald umso haufiger, je alter die
Patienten waren. Am haufigsten waren Herzerkrankungen. Eine multivariate Analyse
ergab, dass Komorbiditat das Risiko nicht-leukamischer Todesursachen erhdhte und
das Gesamtuberleben verkurzte. Der Effekt war besonders ausgepragt bei Patienten
ohne Blastenvermehrung. Die anderen Patienten, die per defintionem den higher-
risk-Kategorien gemaf IPSS angehorten, starben Uberwiegend an MDS-assozierten
Komplikationen wie AML und Blutungen. Unabhangige Prognoseparameter waren
Herzerkrankungen, Leber- und Lungenerkrankungen sowie solide Tumore. Auf der
Basis dieser Untersuchung wurde ein MDS-Komorbiditats-Score erarbeitet, der
Patienten in signifikant unterschiedliche Prognosegruppen stratifizieren kann. Dieser
MDS-CI wurde 2008 wurde auf dem ASH-Jahreskongress vorgestellt, nachdem er
mit einer Kohorte aus dem Dusseldorfer MDS-Register validiert worden war. Die
Gewichtung der einzelnen  Komorbiditdten  grundet  sich auf den
Regressionskoeffizienten in der multivariaten Analyse. Der MDS-Cl umfasst funf
Parameter. Herzerkrankungen wurden aus oben genannten Grinden am hdchsten
gewichtet (Tab. 4.1).

Tabelle 4.1 Parameter und Gewichtung des MDS-CI

Komorbiditat Score

Herzerkrankungen

Moderate bis schwere Lebererkrankung

Schwere Lungenerkrankung

Nierenerkrankung

=S Al Al Al N

Solider Tumor
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Fur den MDS-CI wurden 3 Risikogruppen etabliert, d.h. Niedrigrisiko (0 Punkte),
intermediares Risiko (1-2 Punkte), Hochrisiko (=3 Punkte) (Della Porta et al., 2008).

Die Daten des Dusseldorfer MDS-Registers haben somit dazu beigetragen, speziell
fur MDS-Patienten erstmals einen geeigneten Komorbiditats-Score zu entwickeln,
der unabhangig vom IPSS zusatzliche prognostische Informationen liefert und im

Rahmen von Therapieentscheidungen nutzlich sein wird.
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V Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei etwa 50% der Patienten mit
RARS-T (refraktare Anamie mit Ringsideroblasten und Thrombozytose) die Mutation
V617F in der Tyrosinkinase JAK2 vorliegt. Diese Mutation ist charakteristisch fur
myeloproliferative Syndrome (MPS). Die nosologische Einordnung der RARS-T ist
problematisch, da die Erkrankung einerseits ein typisches Merkmal myelodysplasti-
scher Syndrome (MDS) aufweist, namlich Ringsideroblasten, d.h. pathologische
Erythroblasten mit mitochondrialer Eisentberladung, andererseits aber die Thrombo-
zytose auf ein MPS hindeutet. Wahrend die Mutationen, die den sideroblastischen
Phanotyp verursachen, noch unbekannt sind, spielt die JAK2-Mutation offenbar eine
wichtige Rolle fur den Proliferationsvorteil des abnormen hamatopoietischen Klons.
Es erscheint angemessen, dass die WHO-KIassifikation keine Zuordnung zu einer
der beiden Krankheitsgruppen erzwingt, sondern die RARS-T als ,overlap syndrome*
einordnet. Als weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass
eine W515L/K-Mutation des Thrombopoietin-Rezeptors MPL, die bei essentieller
Thrombozythamie vorkommt, bei RARS-T nicht nachweisbar ist. Die JAK2-V617F-
Mutation fand sich schliel3lich noch bei einer Subgruppe von MDS-Patienten mit
del(5q) als alleiniger Karytotyp-Anomalie, bei denen im Gegensatz zu anderen MDS-
Patienten haufig eine leichte Thrombozytose vorliegt.

Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde im Rahmen des DFG-Graduiertenkollegs
1033 (Alterungsforschung) die intrazelluldre Lokalisation von Mortalin in CD34"-
hamatopoietischen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von MDS-Patienten und
in G-CSF-mobilisierten CD34"-Zellen aus Apheresaten untersucht. Soweit bekannt,
wirkt Mortalin hauptsachlich als intramitochondriales Chaperon. In Tumorzellen
wurde von verschiedenen Autoren eine abnorme intrazellulare Distribution
beobachtet (perinukleare vs. diffuse Verteilung). In der vorliegenden Arbeit liel3 sich
jedoch nach in-vitro-Kultivierung immunfluoreszenzmikroskopisch kein auffalliger
Unterschied zwischen apheresierten normalen CD34"-Zellen und solchen aus MDS-
Knochenmark feststellen. Es fand sich auch kein Unterschied zwischen jungeren und
alteren Probanden. Weiterhin wurde die Verteilung der Mitochondrien (inkl. Mortalin)
wahrend der Mitose von CD34"-Zellen untersucht, um festzustellen, ob
asymmetrische Verteilung eine Rolle bei der Differenzierung von CD34"-Zellen spielt.
Da die Distribution der Mitochondrien auf die Tochterzellen sowohl in Apheresat-
Proben als auch in MDS-Proben symmetrisch war, scheint eine asymmetrische
Verteilung der Mitochondrien fiir das weitere Zellschicksal von CD34"-Zellen keine
wesentliche Rolle zu spielen.

Im dritten Teil der Arbeit wurde erstmalig untersucht, wie haufig Begleiterkrankungen
bei MDS-Patienten vorkommen, ob es bevorzugte Komorbiditaten gibt und inwiefern
sie mit den bislang zur Verfugung stehenden Prognose-Scores adaquat erfasst
werden. Obwohl der Charlson Comorbidity Index (CCl) und der Hematopoietic Cell
Transplantation Comorbidity Index (HCTCI) einen Einfluss von Begleiterkrankungen
auf die Prognose erkennen lie3en, zeigte sich, dass beide nicht optimal auf MDS-
Patienten zugeschnitten sind. Der neue MDS Comorbidity Index (MDS-CI), der von
einer italienischen Arbeitsgruppe entwickelt wurde, konnte mithilfe der Datenbank
des Dusseldorfer MDS-Registers validiert werden. Er versetzt den Anwender in die
Lage, durch angemessene Berucksichtigung von Begleiterkrankungen eine
prognostische Beurteilung vorzunehmen, die eine genauere Stratifizierung von MDS-
Patienten zulasst als der bisherige Goldstandard des International Prognostic
Scoring System (IPSS). Dies ist sowohl bei der Planung klinischer Studien als auch
bei Therapieentscheidungen im klinischen Alltag von Nutzen.
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VI Summary

In the first part of this doctoral thesis, | was able to show that in about 50% of patients
with RARS-T (refractory anemia with ring sideroblasts and thrombocytosis) bone
marrow cells carry a V617F mutation of the JAK2 tyrosine kinase. This mutation is
characteristic of chronic myeloproliferative disorders (MPD). The nosology of RARS-
T is problematic because, on the one hand, the disease shows a typical feature of
myelodysplastic syndromes (MDS), namely ring sideroblasts, i.e. pathological
erythroblasts showing mitochondrial iron accumulation, while, on the other hand,
thrombocytosis points to an MPD. Whereas the mutations causing the sideroblastic
phenotype are still unknown, the JAK2 mutation apparently confers an important
proliferative advantage to the abnormal hematopoietic clone. It appears appropriate
that the WHO classification, instead of enforcing allocation to either MDS or MPD,
now accommodates RARS-T in the category of “overlap syndromes”. As a further
result of our investigation, | confirmed that W515L/K mutations of the thrombopoietin
receptor MPL, which occur in essential thrombocythemia, are not detectable in
patients with RARS-T. JAK2-V617F was not restricted to RARS-T but was also found
in a subgroup of MDS patients characterized by del(5q) as a sole karyotype anomaly,
who frequently show moderate thrombocytosis.

In the second part of the thesis, which took place in the context of the DFG research
training group GK 1033 (Molecular Targets of the Aging Process), | investigated the
intracellular distribution of Mortalin in CD34-positive hematopoietic progenitor cells
isolated either directly from the bone marrow of MDS patients or from G-CSF
mobilized cytapheresis products. As far as we know, mortalin mainly acts as a
mitochondrial chaperone. Several authors observed an abnormal intracellular
distribution (perinuclear vs. diffuse) in tumor cells. However, using in vitro culture and
immune fluorescence microscopy, we were unable to find a signficant difference in
mortalin distribution between CD34" cells from MDS bone marrows and normal
apheresis products. Neither was there a difference between younger and older
probands. In addition, mortalin distribution was examined in mitotic CD34" cells, in
order to see whether differentiation of these cells was associated with asymmetrical
distribution of mortalin among daughter cells. Since distribution always appeared to
be symmetrical, we conclude that mitotic segregation of mortalin, and therefore
mitotic segregation of mitochondria, does not appear to be involved in determining
the cell fate of early hematopoietic progenitors.

In the third part of this work we studied, for the first time, the frequency and spectrum
of comorbidities in patients with MDS, and whether these comorbidities are
adequately reflected by scoring systems that are available to date. Although the
Charlson Comorbidity Index (CCIl) and the Hematopoietic Stem Cell Transplantation
Comorbidity Index (HCTCI) showed that comorbidities have a prognostic impact, it
became clear that both scoring systems are not optimally suited for patients with
MDS. The new MDS comorbidity index (MDS-CI), developed by an Italian group of
researchers, was validated with data from the Dusseldorf MDS Registry. The MDS-CI
facilitates adequate prognostic assessment of MDS patients by ensuring proper
consideration of comorbidities. This is an improvement over the International
Prognostic Scoring System (IPSS) which has been the gold standard up to now.
Improved prognostication will aid proper stratification in clinical trials as well as
therapeutic decision-making in day-to-day clinical practice.
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