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Referat

Die Behandlung fortgeschrittener maligner Neoplasien mit den klassischen,
wenig selektiven Therapien der chirurgischen, chemotherapeutischen und
strahlentherapeutischen Ansatze erfahrt in den letzten Jahren einen rasanten
Wandel hin zu einer personalisierten Medizin. Die Voraussetzung fur die
zunehmende Individualisierung der Krebstherapie sind detaillierte Kenntnisse
Uber die Genese der einzelnen Erkrankungen, die biologischen Charakteristika
des Untersuchungsgutes und die einzusetzenden molekularen Methoden.

Im Rahmen der Untersuchungen zur Charakterisierung von myeloproliferativen
Neoplasien konnten wir neben der erstmaligen Darstellung der Verteilung von
neoplastischen Zellen im Blut zeigen, dass diese Progenitorzellen von
Patienten mit Polyzythamia vera eine Dysregulation von Wachstumsrezeptoren
sowie eine Unausgewogenheit der verschiedenen Untereinheiten der DNA-
abhangigen Proteinkinase aufweisen. Diese Charakteristika konnten ursachlich
zu verschiedenen bekannten Veradnderungen im Rahmen der Erkrankung
beitragen, wie die verlangerte Lebensdauer, erhdhte Proliferation dieser Zellen
und die Akkumulation von chromosomalen Schaden.

Fur Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie mit Zustand nach
allogener Stammzelltransplantation konnten wir im Vergleich zu Patienten mit
primarer Myelofibrose darstellen, dass, trotz vollstandiger
Spenderhdmatopoiese im Blut, eine deutlich héhere Anzahl an neoplastischen
Progenitorzellen im Knochenmark mit der schlechteren Prognose dieser
Patientengruppe korreliert.

Das neu entdeckte Gebiet der nicht kodierenden RNA eroffnet neue Ansatze fur
die Diagnostik und Therapie auch der myeloproliferativen Neoplasien. Wir
konnten zeigen, dass die Mdoglichkeit besteht, aus archiviertem,
formalinfixierten, teils dekalzifizierten und paraffinierten Material auch nach
Jahren ausreichend Material fur vergleichende Expressionsanalysen zu
gewinnen.

Zum therapiebegleitenden Monitoring von Patienten mit JAK2 positiven
myeloproliferativen Neoplasien entwickelten wir ein Verfahren mit einer bis
dahin nicht erreichten technischen Sensitivitat von 0,001 % und konnten damit
sowohl die Prognose der Patienten nach allogener Stammzelltransplantation
bestimmen als auch Rezidive schon Monate vor den klinischen Symptomen
vorhersagen.

Siebolts, Udo: Molekulare Charakterisierung und Diagnostik ausgewahlter
hamatologischer und solider maligner Neoplasien, Halle (Saale), Univ., Med.
Fak., Habil., 119 Seiten, 1 Tab., 3 Abb., 2018
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Il Abkirzungs- und Symbolverzeichnis
Eigennamen von Genen werden nicht aufgefuhrt
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1. Einleitung

Grundvoraussetzung fur die molekulare Diagnostik maligner Neoplasien ist die
Kenntnis (1) Uber die kausale und formale Genese jeder einzelnen Erkrankung,
(2) Uber die biologischen Charakteristika des Untersuchungsgutes, seien es
Tumorresektate, Tumorbiopsien oder dispergierte  Tumorprodukte in
Korperflissigkeiten und (3) uber die verwendeten molekularbiologischen
Methoden.

Die dieser kumulativen Habilitationsschrift zu Grunde liegenden Publikationen
beleuchten jeweils Teilaspekte dieser komplexen Fragestellungen fur
ausgewahlte maligne Neoplasien, Analyte und/oder Techniken. Die folgenden
Kapitel geben eine Ubersicht tber die aktuellen Erkenntnisse der behandelten
Themengebiete.

1.1 Myeloproliferative Neoplasien

William Dameshek beschrieb 1951 als erster das bahnbrechende Konzept der
myeloproliferativen  Erkrankungen mit den klassischen Entitdten der
chronischen myeloischen Leukdmie (CML), der Polycythamia vera (PV), der
essentiellen Thrombozythdmie (ET) und der primaren Myelofibrose (PMF)
(Dameshek, 1951).

In der 2001 erschienenen 3. Auflage der WHO Klassifikation von Tumoren des
hamatopoietischen und lymphatischen Gewebes wurde der Begriff der
chronischen myeloproliferativen Erkrankungen (chronic myeloproliferative
diseases, CMPE) eingeflihrt (Jaffe et al., 2001; Vardiman and Harris, 2001). In
dieser Gruppe wurden zusatzlich die chronische Neutrophilenleukdmie (CNL),
die chronische Eosinophilenleukamie (CEL) (auch hypereosinophiles Syndrom,

HES) sowie die CMPD, unklassifizierbar, erganzt.

Eine erneute Anderung der Einordnung einzelner Erkrankungen sowie deren

Namensgebung vollzog die 2008 erschienene 4. Auflage der WHO
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Klassifikation. Da der klonale und damit neoplastische Ursprung mittlerweile
akzeptiert war, wurde der Name ,myeloproliferative Neoplasien (MPN)“ gewahlt,
der noch heute Giltigkeit hat (Swerdlow et al., 2008; Tefferi and Vardiman,
2008; Vardiman et al., 2009). Die Gruppe der Mastzellerkrankungen wurde nun
ebenfalls unter dem Oberbegriff MPN gefuhrt. Die seltene Form der
Philadelphiachromosom (Ph) negativen CML wurde als atypische chronische
myeloische Leukamie, BCR-ABL1 negativ, unter der Gruppe der
myelodysplastischen / myeloproliferativen Neoplasien (MDS/MPN) als
eigenstdndige und von den Kklassischen MPN getrennte Erkrankung
eingeordnet.

Bedingt durch den zunehmenden Informationsgewinn durch
molekularbiologische Forschung wurde in der WHO Kilassifikation von 2008
zum ersten Mal eine Klassifikation anhand genetischer Eigenschaften durch die
Schaffung der Gruppe der Myeloischen Neoplasien assoziiert mit Eosinophilie
und Abnormalitaten von PDGFRA, PDGFRB oder FGFR1 vorgenommen.

In der aktuell giltigen WHO-Klassifikation von 2017, die eine Revision der 4.
Auflage darstellt, werden die Mastzellerkrankungen oder auch Mastozytosen
nunmehr als eigene Gruppe gefihrt. Die MPN unterteilen sich nun in die
klassischen Erkrankungen BCR-ABL1 positive CML, ET, PV, PMF sowie die
chronische Neutrophilenleukdmie, die chronische Eosinophilenleukamie, nicht
anders spezifiziert, sowie die MPN, unklassifizierbar (Tabelle 1) (Swerdlow et
al., 2017).

Tabelle 1. 2017 WHO Klassifikation fur myeloproliferative Neoplasien

- Acute myeloid leukaemia
- Myelodysplastic syndromes (MDS)
- Myeloproliferative neoplasms (MPN)
- Chronic myeloid leukaemia, BCR-ABL1-positive
- Polycythemia vera
- Essential thrombocythaemia
- Primary myelofibrosis
- Prefibrotic/early primary myelofibrosis
- Overt primary myelofibrosis

- Chronic neutrophilic leukaemia




- Chronic eosinophilic leukaemia, not otherwise specified
- Myeloproliferative neoplasm, unclassifiable
- MDS/MPN
- Chronic myelomonocytic leukaemia
- Atypical chronic myeloid leukaemia, BCR-ABL1-negative
- Juvenile myelomonocytic leukaemia
- MDS/MPN with ring sideroblasts and thrombocytosis
- MDS/MPN, unclassifiable
- Myeloid neoplasms associated with eosinophilia and gene rearrangement
- Myeloid/lymphoid neoplasms with PDGFRA rearrangement
- Myeloid/lymphoid neoplasms with PDGFRB rearrangement
- Myeloid/lymphoid neoplasms with FGFR1 rearrangement
- Myeloid/lymphoid neoplasms with PCM1-JAK2

1.1.1 Chronische myeloische Leukamie, BCR-ABL1 — positiv

Die BCR-ABL1 positive CML ist dominiert von einer Uberschiel3enden
neoplastischen Proliferation einer ausreifenden Granulopoiese und ist mit einer
Inzidenz von 1,6 auf 100.000 Einwohner die haufigste Erkrankung aus der
Gruppe der chronischen myeloproliferativen Neoplasien (MPN). Sie ist die erste
Erkrankung, bei der ein einzelner chromosomaler Defekt als atiopathologisch
bereits im Jahr 1960 in Philadelphia beschrieben werden konnte (Geary, 2000;
Nowell and Hungerford, 1960). Erst 20 Jahre spater konnte die als Philadelphia
Chromosom bekannt gewordene Aberration als reziproke Translokation von
Anteilen der Chromosomen 9 und 22 dargestellt werden (de Klein et al., 1982).
Dabei kommt es zu einer Verlagerung des sogenannten Abelson Onkogens
(ABL) von Chromosom 9 in eine umschriebene Region des Chromosoms 22,
die sogenannte ,breakpoint cluster region“ oder BCR. Das BCR Gen kodiert fur
ein 160 kD groBes Phosphoprotein mit assoziierter Serin/Threonin-
Kinaseaktivitat. Verschiedene Bruchpunkte im BCR Gen im Rahmen der
Translokation sind bekannt, wohingegen nur ein Bruchpunkt im ABL Gen auftritt
(Groffen et al., 1984; Hermans et al., 1987; Shtivelman et al., 1985). Die Lage
der entsprechenden Bruchpunkte ergibt das fur die individuelle Neoplasie
bestimmende Fusionsgen. Die onkogenen Produkte der h&aufigsten Fusionen
sind p210(BCR-ABL) und p185(BCR-ABL). Allen Produkten gemeinsam ist die
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konstitutive Aktivierung und somit onkogene Wirkung der nun ungehemmten

Tyrosinkinasedomane des Abelson Onkoproteins (ABL) (Maru and Witte, 1991).

Die Therapie der CML basierte zunadchst insbesondere auf der allogenen
Knochenmarktransplantation und somit war die Detektion eines frihen Rezidivs
von grofldter Bedeutung fur die weitere Therapieplanung der Patienten. Ein
vielversprechender Ansatz war die molekulare Detektion der definierten
genetischen Aberration auf RNA Ebene. So konnte mittels der revers
transkribierenden Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) eine sogenannte
minimale Resterkrankung (,minimal residual disease“, MRD) sensitiv erkannt
werden und als Pradiktor fir zukiinftige Rezidive eingesetzt werden (Hughes et
al.,, 1991; Lion et al., 1993; Radich et al., 1995). Mit Einfihrung der gezielten
Tyrosinkinaseinhibitortherapie wurde die Transplantation zlgig in den
Hintergrund gedrangt und die 10-Jahres-Uberlebensrate stieg bis auf aktuell 80
bis 90% (Castagnetti et al., 2015). Die Detektion der minimalen Resterkrankung
mittels RT-PCR an peripherem Blut wird trotz der geanderten Therapiestrategie
weiterhin mit grof3em Erfolg eingesetzt und kann die Patienten definieren, die
keiner weiteren Therapie bedurfen (Egan and Radich, 2016; Radich, 2009).

1.1.2 BCR-ABL1 negative klassische myeloproliferative Neoplasien

Die Polyzythamia vera (PV), die essentielle Thrombozythamie und die primare
Myelofibrose (PMF) werden als klassische Philadelphia Chromosom (Ph)
negative myeloproliferative Neoplasien bezeichnet (Swerdlow et al., 2017). Es
handelt sich um klonale hamatopoietische Stammzellerkrankungen, welche im
Wesentlichen durch ein hyperproliferatives hamatopoietisches Knochenmark
mit einer Vermehrung funktioneller Blutzellen charakterisiert sind. Diese
neoplastische Blutzellpopulation kann entweder eine oder auch mehrere
myeloische Zellreihen (Granulopoiese, Erythropoiese, Megakaryopoiese)

betreffen.

Betroffen sind vor allem altere Patienten mit einem Gipfel der Altersverteilung in
der funften bis siebten Lebensdekade, es sind aber auch Erkrankungen bei

jungen Erwachsenen und Kindern beschrieben. Insgesamt betragt die jahrliche
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Inzidenz der drei Erkrankungen sechs pro 100.000 Einwohner (Swerdlow et al.,
2008, 2017).

In der Erforschung dieser Erkrankungen kam es 2005 zu einem Durchbruch in
der Charakterisierung molekularer Veranderungen, als funf unabhangige
Arbeitsgruppen zeitgleich eine konstitutiv aktivierende Punktmutation im JAK2
Gen p.V617F publizierten (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics et
al., 2005; Levine et al., 2005; Zhao et al., 2005). Die Janus Kinase 2 (JAK2),
eine Tyrosinkinase im JAK-STAT-Signaltransduktionsweg, welcher unter
anderem durch Rezeptortyrosinkinasen wie den Erythropoietinrezeptor oder
Interleukinrezeptoren aktiviert wird, reguliert eine Reihe an zellularen Prozessen
wie die Steuerung der Erythropoiese und Thrombopoiese. Des Weiteren
konnen auch der MAPKinase- und der PI3Kinase- Signalweg und somit die
Kontrolle tber Proliferation und Apoptose durch JAK2 beeinflusst werden.
Kommt es zu einer konstitutiven Aktivierung durch eine entsprechende
Mutation, so kann diese als Treibermutation angesehen werden (James et al.,
2005; Shammo and Stein, 2016; Staerk et al., 2007).

Nahezu alle Patienten mit PV und etwa die Halfte der Patienten mit ET und
PMF zeigen eine JAK2 p.V617F Mutation. Von den wenigen p.V617F negativen
PV Patienten wiederum zeigen einige eine aktivierende komplexe Mutation im
Exon 12 des JAK2 Gen. Weitere aktivierende Punktmutationen im
Thrombopoietinrezeptorgen (MPL p.W515L/K/A/R/G oder p.S505N)  und
Frameshiftmutationen im Exon 9 des Calreticulingens (CALR, Insertion /
Deletion) konnen in einem Teil der JAK2 negativen ET und PMF Patienten
nachgewiesen werden (Defour et al., 2016; Klampfl et al., 2013; Passamonti et
al., 2016; Pikman et al., 2006; Scott et al., 2007). Ca. 2 % der Patienten mit PV
und jeweils ca. 12 % der Patienten mit ET und PMF zeigen keine der bekannten

Treibermutationen (Swerdlow et al., 2017).

Seit 2008 sind diese molekularen Merkmale Teil der diagnostischen Kriterien,
da diese Mutationen nicht bei reaktiven Lasionen zu finden sind (Tefferi, 2007).
Bei den myeloischen Neoplasien jedoch gibt es in seltenen Fallen
Uberschneidungen zu anderen Entitaten. So kann z.B. die JAK2 p.V617F

Mutation im Rahmen des myelodysplastischen Syndroms mit Ringsideroblasten
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mit assoziierter Thrombozytose (friher RARS-T) (Ceesay et al., 2006; Szpurka
et al., 2006) sowie in geringerer Haufigkeit bei anderen myeloischen Neoplasien
auftreten (Jelinek et al., 2005; Kremer et al., 2006; Lee et al., 2006; Nishii et al.,
2007; Zecca et al., 2007), jedoch nicht in lymphatischen Neoplasien (Fiorini et
al., 2006; Melzner et al., 2006). Somit ist die molekulare Charakterisierung
alleine nicht in der Lage, die verschiedenen MPN Entitaten zu unterscheiden,
kann jedoch die Histologie insbesondere in der Differentialdiagnose zu
reaktiven Thrombozytosen oder Myelofibrosen unterstiitzen. Dies schlagt sich
auch seit 2008 in der jeweils gultigen WHO- Klassifikation nieder, in der die
Mutationen ebenso wie auch die Histologie an der Knochenmarkstanzbiopsie
als sog. Major Kriterien in der Diagnostik fur PV, ET und PMF geflihrt werden
(Swerdlow et al., 2008, 2017). Dartber hinaus kann die molekulare
Charakterisierung zusatzliche Informationen zur individuellen Prognose der
Patienten liefern (Alvarez-Larran et al., 2017; Rotunno et al., 2014; Rumi et al.,
2014; Tefferi and Vannucchi, 2017; Tefferi et al., 2014, 2017).

1.2 Molekulare Pathophysiologie BCR-ABL1 negativer klassischer
myeloproliferativer Neoplasien

Die oben dargestellten Mutationen im JAK2, MPN und CALR Gen sind
biologisch als sogenannte Treibermutationen einzuordnen (Alvarez-Larran et
al.,, 2017; Tefferi and Vannucchi, 2017). Das bedeutet, dass durch die
konstitutiv aktivierten Proteine die entsprechenden intrazellularen Signalwege
unabhangig von der Stimulation durch spezifische Wachstumsfaktoren ein
neoplastisches Wachstum bedingen (Cazzola and Skoda, 2005; Vannucchi and
Guglielmelli, 2008). Alle diese Mutationen haben direkten Einfluss sowohl auf
die Hamatopoiese als auch auf die Steuerung der Proliferation und des
Zellzyklus (James et al., 2005; Shammo and Stein, 2016; Staerk et al., 2007).
Die onkogene Wirkung wird bei der JAK2 Mutation Utber eine konstitutive
Aktivierung des JAK/STAT Signaltransduktionswegs, im Fall der MPL Mutation
direkt Gber die Aktivierung des Thrombopoietinrezeptors und bei den CALR
Mutationen indirekt Gber die Aktivierung des Thrombopoietinrezeptors erreicht

(Vainchenker and Kralovics, 2017).
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Interessanterweise kann die JAK2 p.V617F Mutation in Ausnahmeféllen auch in
gesunden Patienten nachgewiesen werden. In den letzten Jahren wird vermehrt
das Konzept der klonalen Hamatopoiese mit unbestimmtem Potential (,clonal
hematopoiesis of indeterminate potential“ CHIP) diskutiert. Die CHIP beschreibt
das Phanomen, dass mit zunehmendem Lebensalter die Wahrscheinlichkeit
steigt, eine klonale H&amatopoiese mit Nachweis von potentiellen
Treibermutationen im peripheren Blut zu entwickeln (u.a. JAK2, TP53, DNMT3).
Bis zu 15 % der tber 70 Jahrigen und mehr als 30 % der Uber 85 Jahrigen
zeigen demnach eine klonale Hamatopoiese. In einigen Fallen konnte eine
Progression in myeloproliferative Neoplasien bis hin zu Leukamien beobachtet
werden. Heute geht man davon aus, dass das Risiko zur Entwicklung einer
hamatologischen Neoplasie bei Nachweis einer CHIP bei 0,5 bis 1 % liegt.
(Gibson and Steensma, 2018; Hinds et al.,, 2016; McKerrell et al., 2015;
Steensma, 2018).

Dies legt nahe, dass die beschriebenen Mutationen bei PV, ET und PMF nicht
im Sinne einer monokausalen Atiopathogenese gesehen werden konnen.
Vielmehr scheinen weitere individuelle Faktoren Einfluss auf die Auspragung
der verschiedenen Erkrankungen zu nehmen. So kann im Falle der JAK2
p.V617F Mutation ein Verlust der Heterozygotie (,Loss of Heterozygosity“, LOH)
durch eine mitotische Rekombination auf dem kurzen Arm des Chromosoms 9
in ca. 30 % der PV und PMF Patienten festgestellt werden, im Gegensatz zu
lediglich 2 bis 4 % der ET Patienten. Dabei gilt, dass die Homozygotie fir JAK2
p.V617F eine erhodhte Sensitivitat gegenltber Erythropoietin bedingt und eine
erhohte Aktivitat des JAK2 / STAT Signalweges gemessen werden kann. Eine
Erklarung hierfur kann eine fehlende Konkurrenz zwischen dem normalen und
dem mutierten Allel oder auch eine erhéhte Interaktion mit Regulatoren wie dem
suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS-3) sein (Hookham et al., 2007). Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Ratio zwischen exprimierter
normaler und mutierter JAK2 mRNA die phéanotypische Auspragung der
Erkrankung widerspiegelt (Tiedt et al., 2008).

Auch fir die MPL und die CALR Mutationen konnte in retroviralen

Mausmodellen gezeigt werden, dass sich Phanotypen vergleichbar zur ET und
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PMF in den Tieren entwickeln (Balligand et al., 2016; EIf et al., 2016; Marty et
al., 2016; Pikman et al., 2006).

Die klassischen Ph negativen MPN zeigen neben den Treibermutationen
weitere genomische Verédnderungen, die in Kombination die phanotypische
Auspragung der individuellen Erkrankungen erklaren konnten. Insbesondere
durch die neue Generation an Sequenzierverfahren (,Next Generation
Sequencing®, NGS oder Parallelsequenzierung) konnten weitere Mutationen
beschrieben werden in Regulatoren der DNA- Methylierung (z.B. TETZ2,
DNMT3A, IDH1/2), Histonmodifikatoren (Polycomb repressor complex 1 und 2
members, EZH2, ASXL1), Transkriptionsfaktoren (TP53, CUX1, IKZF1, FOXP1,
ETV6, RUNX1), weiteren Proteinen der Signalwege (NF1, NRAS, KRAS, LNK,
CBL, FLT3) und RNA Splicefaktoren (SF3B1, SRSF2, U2AF1l, ZRSR2)
(Pasquier et al.,, 2014; Rampal et al., 2014; Stegelmann et al., 2010;
Vainchenker and Kralovics, 2017). Dabei zeigt sich die héchste Anzahl
zusatzlicher Mutationen bei Patienten mit JAK2 p.V617F positiver PMF,
wohingegen Patienten mit ET mit CALR Mutation die geringste Anzahl
zusatzlicher Mutationen aufweisen. Das Auftreten von weiteren Mutationen,
welche auch in anderen myeloischen Neoplasien vorkommen kdnnen, ist
offenbar verknipft mit zunehmenden phé&notypischen Veranderungen im Sinne
eines Progresses hin zu MPN/MDS und MDS mit zunehmender Schwere der

Erkrankungen (Vainchenker and Kralovics, 2017).

Mutationen wie TET2 und DNMT3 konnen nicht nur sekundar zur
Treibermutation JAK2 p.V617F auftreten sondern kdonnen auch bereits vor
Entstehung der klassischen Treibermutation bei symptomatischen Patienten
vorhanden sein (Delhommeau et al., 2009; Stegelmann et al., 2011). Dieses
Phanomen und die Erkenntnisse zur CHIP legen nahe, dass bei Entstehung der
Neoplasie eine evolutionare Selektion hin zu einem durchsetzungsfahigen
neoplastischen Klon oft mit Ausbildung einer klassischen Treibermutation
auftritt. Interessant hierbei ist, dass je nachdem, ob die TET2 Mutation vor oder
nach Auftreten der JAK2 p.V617F oder CALR Mutation geschieht, dies den
Phanotyp der Erkrankung mitbestimmt. So ist beschrieben worden, dass die

TET2 Mutation vor der p.V617F Mutation eher einen ET Phanotyp bestimmt
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und das spéatere Auftreten eher einen PV Phanotyp nach sich zieht (Lundberg
et al., 2014).

Eine ,Loss of Function® Mutation im EZH2 Gen findet sich in 5 bis 10 % der
Patienten mit PMF und ist haufig assoziiert mit einer synchronen JAK2 p.V617F
Mutation. Diese Kombination bedingt eher eine schlechte Prognose im Sinne

einer fortschreitenden Myelofibrose (Guglielmelli et al., 2011; Yang et al., 2016).

Ebenfalls mit charakteristischen Auspragungen und damit einhergehend einer
schlechten Prognose sind Mutationen in den Genen ASXL1 und SRSF2
assoziiert. Ca. 25 % der PMF Patienten tragen eine Mutation in dem
epigenetischen Regulator ASXL1 und bieten ein erhohtes Risiko einer
Transformation in eine akute myeloische Leukamie (AML). Ahnliches ist fir
Patienten mit Mutation im Splicingfaktor SRSF2 beschrieben (Vainchenker and
Kralovics, 2017).

Zusammengenommen erscheint die molekulare Atiopathogenese der
klassischen Ph negativen MPN hochkomplex. Neuere Daten zeigen ein
kompliziertes Zusammenspiel der klassischen Treibermutationen (JAK2, MPL,
CALR) mit zahlreichen weiteren Mutationen, welche teils initial vor Auftreten der
Treibermutation, teils sekundar in den individuellen Neoplasien nachgewiesen
werden kénnen. Dabei werden der Phanotyp und auch die Prognose flr den
Patienten mitbestimmt, wobei bislang nur ansatzweise geklart ist, wie diese

verschiedenen Faktoren interagieren.

1.3 Molekulare Diagnostik myeloproliferativer Neoplasien

Die Entwicklung der molekularen Diagnostik myeloproliferativer Neoplasien ist
naturgemald eng verknupft mit der technischen Entwicklung
molekularbiologischer Methoden. Wie in den vorangehenden Kapiteln
beschrieben, ist erst nach Anwendung neuer Verfahren mit der Moglichkeit der
Sequenzierung einer grof3en Anzahl von Genen oder sogar der Sequenzierung
des gesamten Exoms (,whole exome sequencing“, WES) die tatsachliche
Komplexitat im Zusammenspiel der molekularen Atiopathogenese aufgedeckt

worden. Diese Informationen kdnnen zur primaren Diagnostik mit Festlegung
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der Entitat, zur Darstellung einer minimalen Resterkrankung unter Therapie, zur
individuellen Prognosebestimmung und, bei entsprechenden Therapeutika,

auch zur pradiktiven Diagnostik genutzt werden.

Durch die Einfuhrung der personalisierten Medizin mit medikamentdser
Therapie durch sogenannte Biologica konnten fur zahlreiche hamatologische
und auch solide Neoplasien teils bahnbrechende Therapieerfolge erzielt
werden. Dabei kommen entweder sogenannte ,small molecules® im Sinne von
Kinaseinhibitoren intrazellular zum Einsatz oder es werden entsprechende
Oberflachenantigene, oft Rezeptoren, durch einen monoklonalen Antikdrper
blockiert. Durch die gezielte Wirkweise wird der Tumorprogress gestoppt oder
sogar ruckgangig gemacht und damit eine Remission der Erkrankung bei im
Vergleich zu anderen Therapien deutlich weniger Nebenwirkungen erreicht
(Ross et al., 2004). Dabei kann eine neoplastische Erkrankung mit schlechter
Prognose in eine chronisch verlaufende Krankheit tberfuhrt werden, wie die
Zahlen zur 5-Jahres-Uberlebensrate z.B. des Robert Koch-Instituts fiir viele
Tumorerkrankungen zeigen (Kaatsch et al., 2015).

1.3.1 Molekulare Diagnostik der chronischen myeloischen Leukamie

Fur die BCR-ABL1 positive chronische myeloische Leukamie (CML Ph+) beruht
die Diagnostik bei 100 % Penetranz auf dem Nachweis der definierenden
Translokation BCR/ABL1. Hier hat die Entwicklung molekularbiologischer
Techniken von der Zytogenetik Uber die in situ Hybridisierungen (ISH),
Southern oder Western Blot Analysen dber die RT-PCR zur
Parallelsequenzierung gefuhrt. Welche Verfahren im Einzelfall gewahlt werden,
richtet sich insbesondere nach den etablierten Verfahren in den diagnostischen
Laboratorien und nach dem angestrebten Umfang der gewlnschten

Informationen.

Mit Einfihrung von Imatinib als erstem Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) 1998
geschah ein radikaler Umbau in der Therapie der CML mit der Notwendigkeit
der Darstellung des Therapieerfolgs durch molekularen Nachweis einer

moglichen minimalen Resterkrankung (Hughes and Branford, 2009).
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Mittlerweile sind weitere Wirkstoffe wie z.B. Dasatinib und Nilotinib zur Therapie
der CML zugelassen und bieten dem Hamatoonkologen die Mdglichkeit, je nach
individuellem Krankheitsverlauf die Therapie anzupassen. Dabei spricht man im
Allgemeinen bei Imatinib von der 1. Generation, bei Dasatinib, Nilotinib und
Bosutinib auf Grund der besseren Bindungseigenschaften von der 2.
Generation und bei Wirkstoffen wie Ponatinib mit zusatzlicher Wirkung gegen
Resistenzmutationen (T315I) inzwischen von Medikamenten der 3. Generation
(Schmitt and Brimmendorf, 2016).

Die spezifischen TKI in der CML Therapie wirken Uber eine kompetitive
Inhibierung der Adenosintriphosphat (ATP) Bindungsstelle der Tyrosinkinase
und verhindern somit die aktivierende  Autophosphorylierung und
Signalweitergabe. Dadurch wird die neoplastische Zelle effektiv an der weiteren
Proliferation gehindert und teils eine Apoptose eingeleitet. Trotz der grol3en
Erfolge in der Therapie zeigen sich in vielen Fallen Resistenzen mit
anschlieBender Rezidivbildung trotz laufender Therapie. Dabei lassen sich bei
diesen Patienten sogenannte Resistenzmutationen vor allem in der ABL-
Kinasedomane nachweisen. Unter Therapie kommt es offensichtlich im
Rahmen der Grunderkrankung zu zufalligen Punktmutationen, welche im
Einzelfall die Potenz der Resistenzentwicklung haben. Der entsprechende
Tumorzellklon erhélt dadurch einen Selektionsvorteil und die Therapie verliert
ihre Wirkung (Branford, 2007; Patel et al., 2017; Radich and Mauro, 2017). Im
Sinne einer sequentiellen Therapie besteht dann die Mdglichkeit, auf andere
TKI- Wirkstoffe auszuweichen, da diese unterschiedliche
Bindungseigenschaften an das Zielprotein haben. In vielen Fallen kann somit
die Behandlung des Patienten erfolgreich fortgefuihrt werden. So kann Nilotinib
die ABL- Kinase mit einer 20 bis 50fach héheren Potenz als Imatinib binden und
damit inhibieren (Schmitt and Brimmendorf, 2016). Dasatinib wurde ebenfalls
schon 2006 von der FDA (U.S. Food and Drug Administration) zur Therapie der
CML auf Grund der verbesserten Bindungseigenschaften zugelassen
(Lombardo et al.,, 2004; Talpaz et al., 2006). In wenigen Fallen finden sich
Resistenzmutationen schon bei der initialen Diagnosestellung. Bei Nachweis
der p.T315I Mutation wurde hier der TKI Ponatinib als Erstlinientherapeutikum

zugelassen (Kujak and Kolesar, 2016; Schmitt and Brimmendorf, 2016).
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Eine quantitative molekulare Diagnostik mit Nachweis der BCR/ABL1
Translokation wird fur die Patienten unter TKI- Therapie empfohlen. Dabei
richten sich die empfohlenen Intervalle der Tests insbesondere nach dem
klinischen Bild der individuellen Erkrankung. Falls notwendig, muss der Patient
engmaschig kontrolliert werden, um ein Anstieg der Allellast frihzeitig zu
bemerken und gegebenenfalls auf eine medikamenttse Zweitlinientherapie
oder in seltenen Fallen auch auf eine Stammzelltransplantation zu wechseln
(Baccarani et al., 2008; Hughes and Branford, 2009; Kantarjian et al., 2008;
Schmitt and Brimmendorf, 2016).

Der Nachweis der Allellast des Philadelphiachromosoms (Ph) spielt, wie oben
dargestellt, eine entscheidende Rolle in der Therapieplanung des CML
Patienten. Als akzeptierter Goldstandard gilt dabei nach wie vor der Nachweis
auf mRNA- Ebene mittels der revers transkribierenden quantitativen
Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR). Um die Werte international und
zwischen einzelnen Laboratorien vergleichen zu kénnen, wurde bereits 2006
ein vergleichender Koeffizient fur die gepruften Labore eingefuhrt (Alikian et al.,
2017; Branford et al., 2006). Dieser international scale (IS) erlaubt den direkten
Vergleich der Werte aus verschiedenen Laboratorien und erfillt damit
gleichzeitig den Zweck der Qualitatskontrolle. Dabei ist fur den Onkologen
wichtig zu wissen, ob bestimmte Schwellenwerte fur die Allellast erreicht sind (<
0,1 % = major molecular response (MMR); 1 % aquivalent zu complete
cytogenetic response (CCR)) (Cortes et al., 2011). In den kommenden Jahren
ist zu erwarten, dass neuere molekulare Techniken wie NGS und digitale PCR
(dPCR) zunehmend die klassische RT-gPCR auf Grund hoherer Sensitivitat,
Robustheit und der erzielten genetischen Zusatzinformationen ablésen werden
(Schmitt and Brimmendorf, 2016).

1.3.2 Molekulare Diagnostik der BCR/ABL negativen klassischen
myeloproliferativen Neoplasien

Die Therapie der ET, PV und PMF ist insbesondere bestimmt durch die Klinik

der Patienten. In initialen Stadien mit geringem Risikoprofil kommen klassische
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Therapien wie der Aderlass, Acetylsalicylsdure, Hydroxyurea oder Interferon
alpha zum Einsatz. Bei Patienten mit zunehmender Myelofibrose bei PMF oder
post-PV Myelofibrose kann eine Stammzelltherapie bei allerdings hohem
therapieassoziierten Risiko in Betracht gezogen werden. Alternativ kann
Ruxolitinib, ein JAK1 / JAK2 Tyrosinkinaseinhibitor, in prognostisch ungiinstigen
Stadien gegeben werden. Im Vergleich zur CML ist die Auswahl an
Kinaseinhibitoren auf Ruxolitinib beschrankt. Zahlreiche weitere JAK Inhibitoren
wurden in klinischen Studien untersucht, kamen jedoch auf Grund mangelnder
Therapieerfolge oder schwerer Nebenwirkungen nicht zur Zulassung
(Vannucchi and Harrison, 2017).

Die molekulare Diagnostik im Rahmen der klassischen Ph negativen MPN ist
auf Grund der im Vergleich zur CML erst spaten Entdeckung der JAK2 p.V617F
Treibermutation im Jahr 2005 eine junge Methodik. Wie schon beschrieben,
sind nicht alle Patienten positiv, es gibt mehrere Mutationen, die als
Treibermutationen eingeordnet werden, und diese sind im Unterschiede zur

CML auch nicht spezifisch fur die Ph negativen MPN.

Auch wenn ein Therapiemonitoring im Vergleich zur CML nur in wenigen Fallen
notwendig ist, so kann dies insbesondere nach Stammzelltransplantation oder
nach Gabe von Ruxolitinib indiziert sein. Bei Stammzelltransplantation ist der
Therapieerfolg mit dem Nachweis einer kompletten molekularen Remission
verknupft, aber auch unter Ruxolitinib und unter Interferontherapie kann die
Allellast der Treibermutation den Erfolg der Therapie anzeigen (Haslam and
Langabeer, 2016; Jovanovic et al., 2013; Koehler et al., 2015). Die Methoden,
die hierbei zum Einsatz kommen, mussen eine Sensitivitat aufweisen, die zur
MRD Diagnostik bei der CML vergleichbar ist. Der Nachweis eines mutierten
Allels vor dem Hintergrund von 1.000 gesunden Allelen gleichbedeutend mit
einer Sensitivitdt von 0,1 % ist somit mindestens zu gewahrleisten, um den
Status einer major molecular response anzugeben. Die meisten verdffentlichten
Ansatze nutzen die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) mit
mutationsspezifischen Primern (Jovanovic et al., 2013; Kroger et al., 2007;
Siebolts et al.,, 2010). In den letzten Jahren setzen sich zunehmend weitere

Techniken wie die digitale PCR (dPCR) und neue Sequenzierverfahren durch.
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In der Primardiagnostik kommen im Unterschied zur CML in erster Linie DNA-
Sequenziermethoden oder PCR Verfahren zum Einsatz, da es sich um
Punktmutationen oder Deletionen und Insertionen und nicht um komplexe

Translokationen wie beim Philadelphiachromosom handelt.

Die molekularen Tests zum Nachweis einer minimalen Resterkrankung werden
an  Blutproben, = Knochenmarkaspiraten oder formalinfixiertem  und
paraffineingebetteten (FFPE) Material durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um
gemischtes Zellmaterial mit einer oft nur sehr geringen Anzahl an mutierten
Allelen vor einem dominierenden Wildtyphintergrund. Daher muss eine
entsprechende Sensitivitdt der molekularbiologischen Untersuchungsmethode
gewahrleistet sein. Insbesondere bei Knochenmarkbiopsien oder Aspiraten von
Patienten mit fortgeschrittener Markraumfibrose kann die mesenchymale
Zellproliferation den neoplastischen Zellanteil stark tberlagern. Die klassische
Sangersequenzierung hat eine Sensitivitdt von ca. 20 %, so dass mit dieser
Methode in diesem besonderen diagnostischem Ansatz ein hoher Anteil an
falsch negativen Ergebnissen zu erwarten ist (Adamson et al., 1976; Sanger et
al., 1992). Weitere Techniken wie der Nachweis eines
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP), die
amplifikationsrefraktare PCR (amplification refraction mutation system, ARMS)
und die gPCR in Kombination mit Hybridisierung sowie die Pyrosequenzierung
und die Parallelsequenzierung haben die notwendige Sensitivitat und kénnen in
der Primardiagnostik gut eingesetzt werden (Hochberg et al., 2003; Kroger et
al., 2007; Ronaghi et al., 1996, 1998; Shammaa et al., 2010).

Bei der digitalen PCR (dPCR) wird jedes Zielfragment wéahrend der gesamten
Reaktion in einem einzelnen Kompartiment getrennt amplifiziert und am Ende
der Reaktion detektiert. Hieraus resultiert eine direkt quantifizierbare,
hochsensitive Methode mit einer Sensitivitdt von deutlich unter 0,01 %. Bei
zunehmend sinkenden Anschaffungskosten wird sich diese Methodik in den
kommenden Jahren vermutlich weiter verbreiten. NGS ist ebenfalls eine
potentiell hochsensitive Methodik, die jedoch bei der geforderten Sensitivitat
eine hohe Sequenziertiefe fordert und damit extrem kostenintensiv ist. Zudem
wird diese Methode grundsétzlich im Rahmen einer Paneldiagnostik eingesetzt,
bei der gleichzeitig zahlreiche Gene untersucht werden. Somit ist das NGS
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zwar sehr gut fur die primare Diagnostik geeignet, jedoch bei bekannter
Mutation im Sinne einer Kontrolluntersuchung mit Fokus auf nur einen
genomischen Abschnitt eher nicht rentabel (Abdelhamid et al., 2013; Anelli et
al., 2016; Haslam and Langabeer, 2016; Kirschner et al., 2015).

1.4 Klonalitat als Prinzip der malignen Neoplasie

Die formale Tumorgenese beschreibt die allgemeine Entwicklung von initialen
Zellschaden bis zur lebenslimitierenden malignen Neoplasie. Die Neoplasie ist
definiert als eine klonale Zellexpansion ausgehend von zumeist einer einzelnen
Zelle mit einer Schadigung (Initiation), die zu einer vom Zellverband nicht
kontrollierbaren autonomen Proliferation (Promotion) und oft zu einer langeren
Lebensspanne der Tumorzellen fuhrt. Je nach Art der Schadigung handelt es
sich primér entweder um eine benigne oder bereits maligne und somit potentiell
metastasierende Neoplasie. Die pathologischen Veranderungen des Erbgutes,
die zur ungesteuerten Proliferation des Tumors geflhrt haben, werden in
diesem klonalen Prozess bei Progression lokal oder durch Metastasierung
naturgemald an die nachfolgenden Zellgenerationen weitergegeben, da
ansonsten der neoplastische Prozess zum Erliegen k&dme (Bocker et al., 2012;
Riede und Werner, 2017).

Ein haufiges Prinzip der Tumorgenese ist eine durch Noxen induzierte Mutation,
die als Treibermutation bezeichnet wird, wenn sie zu einer Initiation und / oder
Proliferation fuhrt. Eine Treibermutation allein bestimmt nicht, ob eine Neoplasie
maligne oder benigne ist. Beispiele hierfur sind KRAS- und BRAF- Mutationen,
die sich in vielen malignen Neoplasien zeigen (z.B. malignes Melanom,
kolorektales Karzinom oder Pankreaskarzinom), jedoch auch in benignen
Lasionen mit wenig prékanzerésem Potential in hoher Frequenz gefunden
werden (z.B. Navuszellnavus, tubulares Adenom des Kolons mit niedriggradiger
intraepithelialer Neoplasie oder pankreatische intraepitheliale Neoplasie low
grade (PanINla und b)) (Carneiro et al., 2010; Griewank, 2015; Hosoda und
Wood, 2016; Neumann et al., 2015). Der nachste Entwicklungsschritt kann im

Rahmen der Tumorevolution durch weitere erworbene genomische
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Verdanderungen im Sinne von Kotreibermutationen folgen. Viele benigne
Neoplasien haben die Potenz zu einer malignen Entartung und in einigen Fallen
ist eine Abfolge von genomischen Verédnderungen in der Entwicklung des
Tumors mit fortschreitend aggressivem biologischen Verhalten, wie z.B. der
Adenom- Karzinom- Sequenz beim kolorektalen Karzinom beschrieben worden
(Snover, 2011; Vogelstein et al., 1988).

Jede maligne Neoplasie ist trotz der Einteilung in diagnostische Kategorien in
ihrer Biologie einzigartig und nicht jede ist durch eine Treibermutation getrieben.
Innerhalb einer Entitéat gibt es Tumoren mit definierter Treibermutation, wahrend
andere zusatzlich zu den Treibermutationen mehrere sogenannte
Kotreibermutationen aufweisen, die offensichtlich in der Evolution des Tumors
einen weiteren Selektionsvorteil bieten und entweder mit einer hohen Penetranz
im gesamten Tumor oder nur in bestimmen Arealen des Tumors in einer
subklonalen Auspragung gefunden werden kénnen (Jamal-Hanjani et al., 2017).
Eine weitere Gruppe von Tumoren ist assoziiert mit Defekten in DNA-
Reparaturmechanismen der Zellen und akkumuliert zahlreiche passagare
Mutationen ohne weitere Effekte auf die Physiologie der Zelle. Diese
sogenannte Tumormutationslast (tumor mutational burden, TMB) mit der
Moglichkeit der Bildung von Neoantigenen auf der Tumorzelloberflache ruckt
zunehmend als pradiktiver Biomarker in den Fokus der Therapie mit
immunmodulatorischen Medikamenten (Champiat et al., 2014; Lawrence et al.,
2013; Rizvi et al., 2015).

Bei entsprechender Fragestellung kann also eine Treibermutation durch ihr
Auftreten im gesamten Tumor einschlieBlich der Metastasen dazu genutzt
werden, den klonalen Ursprung des jeweiligen Tumoranteils zu beweisen. Dies
ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn bei Patienten mit mehreren
synchronen malignen Neoplasien eine histomorphologische Zuordnung von
Metastasen nicht mdglich ist. Auch im Rahmen der Liquid Biopsy Diagnostik
zum Nachweis von Resistenzmutationen im Hinblick auf die Therapieplanung
ist der parallele Nachweis der zuvor definierten Treibermutation hilfreich, um zu
beweisen, dass Uberhaupt zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) in der
untersuchten Blutplasmaprobe vorhanden war (Dahl und Kloten, 2015; Dahl et
al., 2015).
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Der Klonalitatsnachweis kann bei vielen lymphoproliferativen Erkrankungen, im
Unterschied zu anderen malignen Neoplasien, durch den Nachweis eines
klonalen Rearrangements von B- und T- Zellrezeptorgenen gefuhrt werden. Zu
diesem Zweck wird die Eigenschaft der Lymphozyten ausgenutzt, im Verlauf
ihrer physiologischen Reifung eine fur die Zelle individuelle Genumlagerung zu
erfahren, die fir eine moglichst breite Immunantwort des Korpers bendtigt wird.
Diese Umlagerung fuhrt zu unterschiedlich langen Gensegmenten innerhalb
einer Zellpopulation, die nach Amplifikation mit entsprechenden
Konsensprimern (BIOMED2) mittels Polymerasekettenreaktion zu einer
Gaufl3schen Verteilungskurve der Fragmente im Elektropherogramm fihrt und
ein polyklonales und somit physiologisches Muster zeigt. Im Falle einer
malignen Zellproliferation wird in der Regel ein einheitlich gro3es Fragment
amplifiziert, welches sich als monoklonaler Peak darstellt, der zu einer
definitiven Diagnose im Kontext anderer Befunde beitragen kann und der es
zudem ermdglicht, zu definieren, ob verschiedene Lokalisationen einer
Erkrankung von demselben Tumorklon abstammen (Klapper and Kreipe, 2015;
Langerak et al., 2012).

1.5 Sensitivitat molekularpathologischer Testverfahren

Bei molekularpathologischen Testverfahren stehen die Sensitivitat, die
Spezifitat, die Richtigkeit (Erkennung und Vermeidung systematischer Fehler)
und die Prazision der Ergebnisse im Vordergrund (Bettstetter et al., 2015). Die
Sensitivitat ist dabei definiert als ein Mal3 fur die richtig positiven Ergebnisse im

Verhaltnis zur Gesamtzahl der positiven Ergebnisse.

Insbesondere bei PCR- basierten Verfahren, bei denen die zu untersuchende
DNA stark amplifiziert wird, ist die Sensitivitat limitiert, wenn das mutierte Allel
nur in geringer Frequenz vorhanden ist und von gesunden Allelen tberdeckt
wird. Verschiedene Techniken haben dabei unterschiedliche Limitationen fir die
Nachweisgrenze. Beispielsweise bendtigt die herkbmmliche
Sangersequenzierung eine Frequenz von 20 bis 25 % des mutierten Allels

(auch: Allellast) um die Mutation sicher anzeigen zu kdénnen. Im Rahmen der
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molekularpathologischen Diagnostik ist es Aufgabe des Pathologen, vor der
DNA- Extraktion die Tumoranteile am Durchlichtmikroskop auf den
histologischen Schnittpraparaten aufzufinden, zu markieren und den
Tumorzellgehalt in Prozent in dem markierten Anteil vor dem Hintergrund der
nicht-neoplastischen Zellen (z.B. Stromazellen, Entzindungszellen) zu
quantifizieren, um festzustellen, ob die Sensitivitat der gewéahlten molekularen
Detektionsmethode ausreichend ist. Sensitivere molekulare Testverfahren sind
in der Routinediagnostik weit verbreitet. Dazu zéhlen die Pyrosequenzierung
mit einer Sensitivitat von 5 bis 10 %, die Parallelsequenzierung mit 0,1 bis 10 %
(e nach Sequenziertiefe) sowie sondenbasierte PCR-Verfahren mit 1 bis 5 %
und die Verfahren der digitalen PCR (dPCR) mit 0,01 bis 1% (Diaz and Bardelli,
2014). Zusatzlich koénnen viele dieser Techniken mit entsprechendem
technischen Aufwand, wie z.B. wild-type-blocking PCR, bezuglich ihrer
Sensitivitat deutlich gesteigert werden (Link-Lenczowska et al., 2018; Perricone
et al., 2017, Siebolts et al., 2010).

Diese erhohte technische Sensitivitat wird bendtigt, wenn subklonale
Resistenzmutationen mit geringer Allelfrequenz untersucht werden sollen, oder
wenn der Tumorzell- oder DNA-Gehalt entweder nicht vorab evaluiert werden
kann (Blutproben, Knochenmarkpunktate, Punktate anderer
Kdrperflissigkeiten) oder in einer Suspension die neoplastischen Zellen nicht
ausreichend von nichtneoplastischen Zellen getrennt werden kdnnen

(Zellausstriche, Zytospins).

1.6 Nachweis von tumorassoziierten Mutationen im Blut (Liquid Biopsy)

1.6.1 Historie und Definition

Die erste Erwéhnung in der NCBI- PubMed Datenbank fur den Begriff ,Liquid
Biopsy“ stammt aus dem Jahr 1974. In dieser Arbeit wird die Moglichkeit einer
Diagnostik an Synovialispunktaten im Rahmen von Gelenkerkrankungen

behandelt (Sorrells, 1974). Erst viel spater wurde die Verwendung des Begriffs
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in der heutigen Bedeutung im Kontext der molekularen Tumordiagnostik in
einem Kongressbeitrag auf dem ,International Symposium on Minimal Residual
Disease” erstmals veroffentlicht (Lianidou et al.,, 2010). Seitdem kam es zu
einem regelrechten Boom bei der Verwendung des Begriffs ,Liquid Biopsy“
gemessen an der Anzahl der veroffentlichten wissenschaftlichen Artikel
(Abbildung 1).
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Anzahl Publikationen
"Liquid Biopsy"

506
437
400
277
200
120
49
15

1 1 1 5 13 .

0 Vi / R . . . .

1974 1989 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Abbildung 1. PubMed Recherche fiir den Begriff ,Liquid Biopsy“ (Stand 08/18)

Die erste Erwahnung von zellfreier DNA (cfDNA) in peripherem Blut stammt von
Mandel und Metais aus dem Jahr 1948, jedoch wurde diese vielversprechende
Entdeckung fir die ndchsten 30 Jahre nicht weiter verfolgt (Kubaczkova et al.,
2017; Mandel and Metais, 1948). Erst 1977 kam es zu weiteren
Untersuchungen zu cfDNA an peripherem Blut. Dabei konnten im Vergleich mit
gesunden Studienteilnehmern bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumorleiden
(Lunge, Niere, Prostata und Ovar) cfDNA Mengen um mehr als das
Hundertfache gefunden werden. Schon damals wurde beschrieben, dass die
Menge an cfDNA nach therapeutischer Bestrahlung deutlich abnahm und dass
das Persistieren der Werte ein prognostisch unginstiger Marker war (Leon et
al., 1977).
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Der Begriff ,Liquid Biopsy“ (LBx) im zurzeit gebrauchlichen onkologischen
Kontext bezeichnet den diagnostischen Nachweis von Tumorzellen, Exosomen
oder freier Tumor-DNA in flissigem biologischen Gewebe, in erster Linie Blut
(Plasma), im Sinne einer nicht invasiven (anglo- amerikanischer
Sprachgebrauch) oder besser minimal invasiven Diagnostik (Dahl et al., 2015;
Hofman and Popper, 2016).

Die professionelle Nutzung der diagnostischen Moglichkeiten der LBx Methodik
wurde erst durch Nutzung herausragender Erkenntnisse auf den Gebieten der
Tumorgenetik, Pharmakotherapie, molekularbiologischer Techniken und durch
die zunehmenden Erfahrungen im Rahmen der molekularpathologischen
Diagnostik an histologischen Praparaten ermdglicht. So war es vor 20 Jahren
undenkbar, im Rahmen der LBx die erforderlichen Sensitivitaten fur die sichere
Detektion von Mutationen und gar mehrerer Mutationen gleichzeitig zu
erreichen. Insbesondere die Innovation der Parallelsequenziergerate und die
damit erreichte umfassende Darstellung somatischer Veranderungen im
Tumorgenom schaffte die Grundlagen fir einen zielfihrenden Einsatz der LBx
(Kaul, 2017).

Ein groRer Nutzen der Liquid Biopsy Diagnostik wird allgemein in der hohen
Verfligbarkeit des Ausgangsmaterials gesehen. So ist es in vielen Fallen,
insbesondere bei soliden Tumoren und bei Rezidiven, nur unter hohem
medizinischen Aufwand und teils mit einem nicht zu unterschétzenden Risiko
fur den Patienten maoglich, an histologisches oder auch zytologisches Material
aus dem Primartumor oder einer Metastase zu gelangen. Dagegen ist die
Entnahme einer Blutprobe als minimal invasives Verfahren in den meisten
Fallen unproblematisch jederzeit durchfihrbar. Bereits heute werden in der
molekularpathologischen Routinediagnostik zur weiteren Therapiestratifizierung
von Patienten mit fortgeschrittenem und unter Therapie progressivem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom Mutationsanalysen zum Nachweis einer haufig
auftretenden Resistenzmutation im EGFR- Gen (p.T790M) durchgeflhrt
(Dominguez-Vigil et al., 2018; Huang et al., 2017).

Zum heutigen Stand gilt allerdings fur die meisten Entitdten, dass die

histologische Diagnostik, insbesondere die Erstdiagnostik einschliel3lich der
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molekularpathologischen  Charakterisierung am  Gewebematerial von
Exstirpaten, Resektaten oder Biopsien nach wie vor als Goldstandard gesehen
wird (Bardelli and Pantel, 2017; Bettegowda et al., 2014; Dahl and Kloten, 2015;
Siebolts et al., 2018).

1.6.2 Analyten im Rahmen der Liquid Biopsy Diagnostik

Die beiden h&aufigsten Analyten im Rahmen der Liquid Biopsy Diagnostik sind
die sogenannten zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells — CTC)
oder die zellfreie DNA (cell free DNA — cfDNA) im Blut, die als zirkulierende
Tumor-DNA (circulating tumor DNA — ctDNA) bezeichnet wird, wenn sie aus
Tumorzellen stammt. Dabei wird im Rahmen der meisten Studien davon
ausgegangen, dass es sich bei den im peripheren Blut vorliegenden CTCs und
der ctDNA um sogenannte Querschnittsanalyte des zu untersuchenden Tumors
handelt, d.h. dass die eventuell vorhandene molekulare Heterogenitat des
Tumors in verschiedenen Lokalisationen in Ganze durch die LBx abgebildet
wird (Bardelli and Pantel, 2017). Damit ware es mdglich, reprasentative
therapeutische  Schlisse  bezlglich  einer moglichen  molekularen
Tumorheterogenitat zu ziehen. Auch ware es moglich, einen durch
therapieinduzierte Tumorevolution nur lokal auftretenden molekularen
Resistenzmechanismus friih zu detektieren. Bei hamatologischen Neoplasien
werden in den meisten Fallen die neoplastischen Zellen direkt in das ihnen
eigene Kompartiment des Bluts abgegeben. Dabei kann von einer
gleichmaliigen Ausschwemmung von Tumorzellen ausgegangen werden, die
zu einer vollstandigen Reprasentanz des Tumors im Blut fuhrt. Bei soliden
Tumoren geschieht die Abgabe von Tumorzellen nur bei fortgeschrittenem
Tumorwachstum mit Anschluss an Lymph- und Blutgefal3bahnen in Form
einzelner zirkulierender Zellen. Die Anzahl dieser Zellen nimmt mit der Menge
an Tumorzellen im Organismus, der sogenannten Tumorlast, weiter zu. Dabei
ist fraglich, inwieweit die sparliche Anzahl zirkulierender Tumorzellen den
Gesamttumor ausreichend charakterisiert oder ob einzelne, beispielsweise
nekrotische oder besonders grol3e Tumoranteile, Uberreprasentiert werden
(Diaz and Bardelli, 2014).
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Weitere Analyte, wie tumorspezifische Exosomen, freie RNA, freie micro-RNA
(miRNA) oder auch die sogenannten tumorgepragten Thrombozyten (tumor
educated platelets — TEP), werden aktuell mit hohem Aufwand international
erforscht, jedoch in den aktuellen wissenschaftlichen Publikationen im Rahmen
der Tumordiagnostik lediglich als hoffnungsvolle Analyten fir die Zukunft
diskutiert (Best et al., 2018; Finotti et al., 2018; Manicone et al., 2017).

Zum heutigen Zeitpunkt und Stand der Technik werden insbesondere Studien
mit der Analyse von ctDNA im Rahmen der Tumordiagnostik durchgefiihrt. Die
wenigen Studien, die die Freisetzung und Detektion von CTCs und ctDNA direkt
vergleichen, zeigen fur die ctDNA gestutzte Diagnostik eine hohere Sensitivitat
(Bettegowda et al., 2014).

1.6.3 Mechanismen der Freisetzung in das periphere Blut

Die einfachste Form der Freisetzung von Tumorzellen in das Blut findet sich bei
den malignen Neoplasien hamatopoietischer Zellen. Hier ist das Knochenmark
als Entstehungsort der Erkrankung physiologischer Weise dazu entwickelt, die
neu entstandenen Zellen in das Blut abzugeben. Somit handelt es sich bei der
sogenannten leukamischen Ausschwemmung von neoplastischen Zellen

hamatopoietischen Ursprungs um die einfachste Form der CTCs.

Der Anteil der neoplastischen Zellen im Blut ist dabei abhéangig von der Art, der
Verteilung und der Dauer bzw. Aggressivitat der Erkrankung. Eher
extramedullar imponierende hamatologische und auch lymphatische Tumore
schwemmen nicht in dem Mal} in das Blut aus wie generalisierte, systemische
hamatologische und lymphatische Erkrankungen, die auf Grund ihrer Lage im
Knochenmark bzw. im lymphatischen System einen erleichterten Zugang der
grundsatzlich nicht kohasiven Tumorzellen in das Blut haben (Kubaczkova et
al., 2017). Bei den vorgenannten Erkrankungen ist ctDNA ebenso nachweisbar
wie bei soliden Tumoren und kann somit als Analyt zur Diagnostik zusatzlich
eingesetzt werden (Kubaczkova et al., 2017). Insbesondere bei h&mato- und
lymphoproliferativen Erkrankungen mit leukdmischer Ausschwemmung ist

jedoch die Analyse der Tumorzellen naturgeméaf methodisch einfacher.
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Ganz anders stellt sich die Situation bei den soliden Tumoren dar. Von soliden
Tumoren spricht man bei malignen Neoplasien nicht disperser Organe wie es
das hamatopoietische und das lymphatische System darstellen. Dazu gehéren
alle epithelialen Tumore (Karzinome), Binde- und Stitzgewebstumore
(Sarkome), neurogene und neuroektodermale Tumore sowie Keimzelltumore.
Die Mechanismen der Freisetzung von CTC und ctDNA sind generell nicht
abschlieBend geklart (Siravegna and Bardelli, 2016). Man geht heute davon
aus, dass es sowohl eine aktive Freisetzung im Rahmen von Sekretion als auch
eine passive Freisetzung durch Apoptose und Tumornekrose gibt (Diaz and
Bardelli, 2014). Dabei unterscheidet sich die Lange der ctDNA Fragmente je
nach Mechanismus der Freisetzung. Fur ctDNA aus nekrotischen Arealen findet
man eher eine Fragmentlange von 1000 bp wahrend apoptotische ctDNA
deutlich kirzer mit 160 bis 500 bp nachzuweisen wird (Heitzer et al., 2015;
Mouliere et al., 2011; Wyllie, 1980). Der gréR3ere Anteil der ctDNA stammt aus
apoptotischen Zellen und ist insbesondere auch abhangig von Lage, Gro3e und
Vaskularisierung des Tumoranteils sowie von individuellen Parametern des
Patienten (Bettegowda et al., 2014, Diehl et al., 2008; Fan et al., 2008; Furuki et
al., 2018).

Die relative Menge der ctDNA vor dem Hintergrund der cfDNA in einer
Blutprobe ist neben dem Status des Tumors auch von weiteren Faktoren
abhangig. Insbesondere frische Verletzungen, was auch auf einen frisch
operierten Patienten zutreffen kann, akute und auch chronische Entziindungen
sowie die gewahlte Entnahmetechnik, aber auch sportliche Aktivitaten konnen
zu einer hohen Menge an cfDNA fihren, vor deren Hintergrund die ctDNA
naturgemalf kaum noch detektierbar ist (Beiter et al., 2011; Diaz and Bardelli,
2014)

Wahrend die CTC im peripheren Blut lange Uberleben und als sogenannte
schlafende Tumorzellen Monate und Jahre im Organismus zirkulieren kdnnen,
ist die ctDNA einer sehr kurzen Halbwertszeit von nur eineinhalb bis zweli
Stunden unterworfen (Diaz and Bardelli, 2014). Somit handelt es sich dabei um

eine wirkliche Momentaufnahme der Menge und Zusammensetzung der cfDNA.
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1.6.4 Anwendungsmaoglichkeiten der Liquid Biopsy

Die heute zur Verfugung stehenden technischen Verfahren zur Detektion und
Charakterisierung von Tumor-DNA mit hoher Sensitivitat und paralleler
Darstellung multipler genetischer Aberrationen eréffnen Maoglichkeiten fur die
Liquid Biopsy Diagnostik (LBx) im klinischen Alltag fir bestimmte
Fragestellungen der Patientenversorgung. Fuhrende Fragestellungen sind
hierbei der Einsatz der LBx (1) im Rahmen der Diagnostik von malignen
Neoplasien, (2) beim Monitoring zur Prognoseabschatzung nach Therapie und
(3) Erkennung von Fruhrezidiven, (4) zum Nachweis molekularer
Resistenzmechanismen sowie (5) zur Darstellung der molekularen

Heterogenitat fortgeschrittener Tumorleiden.
Tumorscreening und Erstdiagnose

Ein zuklnftig moglicher und aktuell hinsichtlich seiner Anwendbarkeit
diskutierter Einsatz der LBx ist das Tumorscreening zur Friherkennung von
neoplastischen Erkrankungen. Vor allem fur solide Tumoren, aber auch fir viele
lymphoproliferative Erkrankungen gilt der Grundsatz, dass eine Kkurative
Therapie der Erkrankung umso besser gelingen kann, je friher der Tumor
diagnostiziert wird. Oftmals ist eine chirurgische Entfernung des Tumors dann
fur eine Heilung ausreichend. Ein Charakteristikum von malignen Erkrankungen
mit einer sehr schlechten Prognose ist das Dilemma, dass die Tumoren erst in
einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium klinisch auffallig
werden. Aus diesem Grund wurde vor allem fir héaufige und prognostisch
unglnstige Tumorarten ein sogenanntes Tumorscreening flr eine bessere
Friherkennung eingefihrt. Bekannte Beispiele hierfir sind das
Brustkrebsscreening mit dem Einsatz von Ultraschall- und
Mammographieverfahren, der Nachweis von Blut im Stuhl (Hamoculttest) oder
Koloskopie bei kolorektalen Karzinomen oder auch das Screening fur den
Serummarker PSA (prostataspezifisches Antigen) zur Friherkennung des
Prostatakarzinoms (Coldman et al., 2014; Schreuders et al., 2015; Tabayoyong
and Abouassaly, 2015). Die Einfihrung von Liquid Biopsy basierten
Screeningverfahren erscheint heute noch kaum realisierbar, wird aber in

zahlreichen Publikationen bei inzwischen erreichbarer hoher technischer
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Sensitivitat als durchfiihrbar und geradezu euphorisch beschrieben (z.B. Cohen
et al., 2018; Diaz, 2014). Andere Experten sehen die Anwendung der Liquid
Biopsy basierten Screeningverfahren eher kritisch und verweisen auf die
durchweg retrospektiven Studien mit supervidierten und weitgehen balancierten
Studienkollektiven mit optimierten Kontrollgruppen. Zahlreiche Fragen sind
zudem bislang ungeklart. Dazu gehéren die noch unverstandene Variabilitat der
Konzentration zellfreier DNA und gerade durch die hohe technische Sensitivitat
die potentielle Mdoglichkeit der falsch positiven Ergebnisse durch (1) die
Freisetzung von Mutationen entziindlich Uberlagerter benigner Neoplasien wie
z.B. Darmpolypen, Hautndvi und intraepithelialer —Neoplasien der
Pankreasgange im Rahmen einer chronischer Pankreatitis und (2) die klonale
Hamatopoiese unklarer Prognose (CHIP, siehe Kapitel 1.2). Im Rahmen eines
Screeningverfahrens ist jedoch gerade ein falsch positiver Befund
problematisch da dies fur den individuellen Patienten ein hohes Mal} an
Verunsicherung und fur das medizinische System hohe Folgekosten durch die
notwendige Befundabklarung bedeutet (Stellungnahme der Deutschen
Gesellschaft fur Pathologie z.B. Dahl et al., 2015; Siebolts et al., 2018).

Schon heute kénnen flir die Primardiagnose von einigen Tumorerkrankungen
krankheitsdefinierende genetische Aberrationen im Rahmen der LBx
insbesondere bei myeloproliferativen Erkrankungen genutzt werden. Ein
verbreitet in der Routine eingesetztes Beispiel ist die Detektion der BCR-ABL1
Translokation bei der chronischen myeloischen Leukdmie (CML). Bei Nachweis
dieser Translokation kann ohne eine weitere Untersuchung bei entsprechender
Klinik die Diagnose zuverlassig gestellt werden (Swerdlow et al., 2017). Andere
genomische Veranderungen, die zwar nicht spezifisch flr eine bestimmte
Erkrankung sind, kénnen ebenfalls flr eine sichere Erstdiagnose herangezogen
werden, wenn hierzu weitere diagnostische Verfahren und klinische Parameter
synoptisch betrachtet werden. Beispiele sind die JAK2 p.V617F Mutation bei
den klassischen myeloproliferativen Neoplasien und die BRAF p.V600E
Mutation bei der Haarzelleukamie (Swerdlow et al., 2017). Fur die soliden
Tumoren ist eine solche Diagnostik bei einzelnen Erkrankungen denkbar,

jedoch zurzeit noch nicht im Rahmen der Routinediagnostik vorgesehen. Sie
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kann jedoch in seltenen Fallen angewendet werden, wenn eine bioptische
Sicherung aufgrund der Lokalisation des Tumors oder bei schlechtem
Allgemeinzustand des Patienten nicht moglich ist (Schmiegel and Pox, 2017,
Ukena and Schonfeld, 2018).

Tumormonitoring

Eine vielversprechende Einsatzmdglichkeit der LBx ist das Tumormonitoring
nach Therapie. Dabei kénnen prinzipiell zwei Einsatzgebiete voneinander
unterschieden werden. (1) Der Einsatz zum Nachweis eines frihen,
sogenannten molekularen Rezidivs der Erkrankung mit dem Ziel einer
fruhestmdglichen therapeutischen Intervention und (2) die prognostische
Einteilung der Patienten nach potentiell kurativer Therapie zur Planung einer

eventuell notwendig erscheinenden adjuvanten Therapie.

Bei beiden Ansatzen ist es notwendig, den Tumor vor der Therapie molekular
zu charakterisieren, um genomische Aberrationen zu definieren, die im
Anschluss an die Behandlung mit hochsensitiven Verfahren am peripheren Blut

detektierbar sind.

So ist z.B. die chronische myeloische Leukamie definiert durch eine
aktivierende BCR-ABL Translokation, das sogenannte Philadelphiachromosom,
mit einer reziproken Umlagerung von Anteilen der Chromosomen 9 und 22 (de
Klein et al., 1982). Wie schon in Absatz 1.3.1 beschrieben, kommt dem
Nachweis der Allellast des Philadelphiachromosoms im Rahmen der Therapie
eine besondere Rolle zu. Zur frihestmdglichen Detektion eines molekularen
Rezidivs, welches schon Wochen vor dem klinischen Rezidiv nachgewiesen
werden kann, werden Blutproben auf mRNA- Ebene mittels quantitativer PCR
auf das Vorhandensein des BCR/ABL1 Transkripts Gberprift, um den Patienten
eine frihestmogliche Behandlung zu ermdéglichen. Mit Hilfe eines international
vergleichbaren Standards (international scale (I1S)) kdbnnen diese Werte schon
seit vielen Jahren international verglichen und eingeordnet werden (Alikian et
al., 2017; Branford et al., 2006). Ein derartiges Monitoring ist auch fir andere
myeloproliferative Neoplasien und solide Tumoren moglich, bei denen eine

entsprechende Mutation bekannt ist, wird jedoch in der Routinediagnostik
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bislang noch nicht als Standard angewendet (Koehler et al., 2015; Maier et al.,
2013; Siebolts et al., 2010).

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der Liquid Biopsy im Tumormonitoring
liegt in der individuellen Prognoseabschatzung nach initialer Therapie der
Erkrankung. Tie et al. konnten zeigen, dass der Nachweis von zuvor definierten
Treibermutationen drei Wochen nach operativer Therapie von Dickdarmkrebs
im Stadium UICC Il mittels Liquid Biopsy als negativer prognostischer Marker
den klassischen Prognoseparametern, wie histologischem Grading, lokaler
Tumorausbreitung oder Mikrosatellitenstatus des Tumors deutlich tUberlegen ist
(Tie et al., 2016). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir andere solide Tumoren wie
z.B. das Mammakarzinom gezeigt werden (Garcia-Murillas et al., 2015). Auch
bei Patienten mit hamatologischen Neoplasien kann das molekulare Monitoring
eingesetzt werden, wie Daten einer eigenen Studie bei Patienten mit JAK2
p.V617F positiver primarer Myelofiborose (PMF) mit Zustand nach
myeloablativer Therapie und Stammzelltransplantation zeigen (Lange et al.,
2013; Siebolts et al., 2010).

Molekulare Resistenzmechanismen und Tumorheterogenitat

Bei der personalisierten Therapie von fortgeschrittenen Tumorleiden mit
Kinaseinhibitoren kann es im Therapieverlauf zur Entwicklung von molekularen
Resistenzen kommen. Diese werden durch den spezifischen Selektionsdruck
des Medikaments auf den Tumor hervorgerufen und konnen zu einer
molekularen Heterogenitat des Tumors fihren (Camidge et al., 2014; Gainor et
al.,, 2016). Die in diesem Rahmen auftretenden passagaren Mutationen
verursachen haufig Konformitatsanderungen am onkogenen Zielprotein, so
dass die Kinaseinhibitoren keine entsprechende Bindung eingehen kénnen
(Camidge et al., 2014; Gainor et al., 2016; Schmitt and Brimmendorf, 2016).
Aus der Liquid Biopsy kann in solchen Fallen ctDNA gewonnen und mittels
sensitiver Verfahren auf bekannte Resistenzmechanismen untersucht werden.
Fir das EGFR- mutierte Adenokarzinom der Lunge mit Resistenz gegen eine
entsprechend angewandte Therapie mit Kinaseinhibitoren ist ein solches

Nachweisverfahren fur die aktivierende Resistenzmutation EGFR p.T790M

34



inzwischen zugelassen und wird von den Leitlinien vor Einsatz einer

medikamentdsen Zweitlinientherapie gefordert (Ukena and Schonfeld, 2018).
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2. Zusammenfassende Darstellung der Publikationen

Dieses Kapitel enthélt eine zusammenfassende Darstellung der dieser Arbeit
zugrundeliegenden  wissenschaftlichen  Publikationen zur  molekularen
Charakterisierung und Diagnostik ausgewahlter hamatologischer und solider

maligner Neoplasien.

2.1 Molekulare Charakterisierung maligner Neoplasien

Grundvoraussetzung fur die Pravention, die Klassifizierung und die Therapie
von malignen Neoplasien ist das Verstandnis sowohl der kausalen als auch der
formalen Pathogenese der einzelnen Krebserkrankung. Im Folgenden werden
die Ergebnisse eigener Forschungsarbeiten zu strukturellen und funktionalen
Prozessen im Sinne der formalen Pathogenese ausgewahlter

Krebserkrankungen zusammengefasst.

2.1.1 Molekulare Charakterisierung myeloproliferativer Neoplasien

Ein wesentlicher Schwerpunkt der publizierten Forschungsergebnisse war die
Charakterisierung  myeloproliferativer ~ Neoplasien, insbesondere  der
Polyzythamia vera (PV), primaren Myelofibrose (PMF) und chronischen
myeloischen Leuk&mie, BCR-ABL1 (CML).

Die PV ist in der chronischen Phase der Erkrankung charakterisiert durch eine
trilineare hamatopoietische Proliferation mit Ausschwemmung neoplastischer,
jedoch  funktioneller Zellen der Granulopoiese, Erythropoiese und
Megakaryopoiese. Weitgehend proliferativ inaktive CD34 positive Vorlaufer-
oder auch Progenitorzellen werden zudem vermehrt in das Blut abgegeben und
kénnen mittels technischer Verfahren im Rahmen von Blutentnahmen separiert
werden. Diese Zellen besitzen trotz reduzierter oder fehlender

Rezeptorexpression eine erhdhte Sensitivitat fur Wachstumsfaktoren. Zur
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weiteren Erforschung dieses Ph&nomens wurden in einer frihen Studie
Progenitorzellen aus dem peripheren Blut von PV Patienten mit
Progenitorzellen von Patienten mit einer sekundaren, reaktiven Polyzythdmie
und gesunden Blutspendern verglichen. Dabei zeigten PV Progenitorzellen eine
hohere morphologische Pleomorphie einschliel3lich einer
elektronenmikroskopisch nachgewiesenen Vermehrung von Mitochondrien und
vergroRerter Golgi-Apparate. Nach Kurzzeitkultur wiesen diese Zellen im
Vergleich zu den Kontrollgruppen zudem eine Dysregulation von
Wachstumsrezeptoren und eine erhOhte proliferative  Aktivitat — auf
(Wickenhauser et al., 2003).

In einer anschlieRenden Arbeit zur Abschatzung der Verteilung von klonalen
und nicht-klonalen mononuklearen Zellen und Progenitorzellen als Subgruppe
wurden Patienten mit bekannter Trisomie 8 und 9 mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) an zytologischem Material untersucht. 90 % der
mononukledren und 79% der Progenitorzellen wiesen eine Trisomie auf. Somit
konnte zum ersten Mal eine nicht neoplastische Zellfraktion von 10 % bzw. 21
% aufgezeigt und zudem die zur Zeit der Verotffentlichung noch diskutierte

These einer klonalen Erkrankung gestitzt werden (Siebolts et al., 2005).

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, ist die Grundlage einer Neoplasie die klonale
Expansion von Zellen, die haufig im Krankheitsverlauf durch eine
Treibermutation unterhalten wird. Fir die Polyzythamia vera (PV) konnte erst
2005 eine Treibermutation im JAK2 Gen gefunden werden. Vorher wurde die
definitive Einordnung als Neoplasie diskutiert, was sich auch in der damaligen
Namensgebung dieser Gruppe als chronische myeloproliferative Erkrankungen
widerspiegelt. Erst 2008, nach allgemein akzeptierter klonaler Genese der
Erkrankung, erfolgte die Umbenennung in myeloproliferative Neoplasien (siehe
Kapitel 1.1).

Patienten mit PMF und Patienten mit CML im Progress unter initialer Therapie
kbnnen mit einer allogenen Stammzelltransplantation potentiell kurativ
behandelt werden. Da viele dieser Patienten auf Grund ihres hohen
Lebensalters oder krankheitsbedingt in einem fur eine myeloablative

Chemotherapie zu schlechten Allgemeinzustand sind, wird haufig eine
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sogenannte dosisreduzierte Konditionierung angewendet. In einem &hnlichen
methodischen Ansatz wie oben beschrieben, konnte bei Patienten mit priméarer
Myelofibrose nach Stammzelltransplantation und dosisreduzierter
Konditionierung gezeigt werden, dass in den ersten drei Monaten nach
Therapie die Anzahl der neoplastischen Empfangerprogenitorzellen mit einer
Frequenz von 30 bis 40 % im Knochenmark der Patienten persistierten. Ein
Jahr nach der Transplantation stellte sich eine nahezu vollstdndige Reduktion
der neoplastischen Progenitorzellen mit maximal 8 % bei vollstandigem

Chimerismus im Blut ein (Thiele et al., 2007).

Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit denen von Patienten mit
stammzelltransplantierter CML zeigte, dass bei CML- Patienten trotz
vollstandiger Spenderhdmatopoiese im Blut ein persistierender Anteil an
neoplastischen Progenitorzellen von bis zu 26 % im Knochenmark verblieb.
Dies korreliert mit der allgemein schlechteren Prognose von CML- Patienten
nach Stammzelltransplantation und dosisreduzierter Konditionierung verglichen
mit Patienten mit primarer Myelofibrose. Daraus lasst sich die Vermutung
ableiten, dass die CML Progenitorzellen (ber bessere Strategien zur
Umgehung der Tumorreduktion durch das spenderspezifische Immunsystem
verfugen (Siebolts et al., 2008).

Die These, dass embryologische Stammzellen Oberflachenmarker exprimieren,
die sie vor der Immunreaktion von zytotoxischen T-Zellen oder NK-Zellen
schitzen, konnte mittlerweile bestatigt werden. Des Weiteren ist bekannt und
konnte in der zitierten Arbeit gezeigt werden, dass auch adulte
hamatopoietische Stammzellen protektive Faktoren wie den Serin
Proteaseinhibitor 6 (Serpin 6) exprimieren. Diese Expression nimmt bei weiterer
Differenzierung in die linienspezifischen Progenitorzellen ab. Diese Ausstattung
der adulten Stammzellen ist wahrscheinlich notwendig, um die regeneratorische
Aktivierung von Stammzellen vor dem Immunsystem zu schitzen (Utermdhlen
et al., 2009).

Mittels einer methodisch aufwendigen Studie an Progenitorzellen aus dem
peripheren Blut von Patienten mit Polyzythamia vera wurden zum ersten Mal

auf Transkriptionsebene mittels cDNA- Array und Polymerasekettenreaktion die
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Unterschiede in der mRNA- Expression im Vergleich zu gesunden Probanden
dargestellt. Insbesondere das Phanomen einer aberranten Expression der
DNA- abhangigen Proteinkinaseuntereinheit KU86 kann in Verbindung gebracht
werden mit der Akkumulation von chromosomalen Schaden, der Vermehrung
der Blutzellen (Hamotokrit) im peripheren Blut der Patienten und der
verlangerten Lebensdauer der neoplastischen Progenitorzellen (Siebolts et al.,
2009a).

2.1.2 Weitere Studien zur molekularen Charakterisierung maligner Neoplasien

Die molekularbiologische Technik der Parallelsequenzierung erlaubt es seit
einigen Jahren, an geringen Mengen DNA aus formalinfixierten und
paraffinarchivierten ~ Tumorproben eine  Vielzahl an  genomischen
Veranderungen in einem Ansatz zu charakterisieren. Insbesondere
Erkrankungen, deren wissenschaftliche Erforschung auf Grund der geringen
Haufigkeit vorher nicht systematisch mdoglich war, konnten somit aus
diagnostischen Archiven in grél3eren Mengen zusammengestellt und untersucht
werden. Ziel ist neben der einfachen genomischen Phanotypisierung auch die
Beschreibung méglicher zukinftiger Zielstrukturen fur eine gezielte Therapie.

In einer Studie an 33 blastischen plasmozytoiden dendritischen Zellneoplasien
(BPDCN), einer seltenen malignen hamatologischen Neoplasie, wurden mittels
Parallelsequenzierung an formalinfixierten und paraffinarchivierten Proben 50
haufige Tumorgene untersucht. Dabei konnten vor allem Mutationen im MAP-
Kinase Signalweg (KRAS, NRAS, MET, BRAF) und weitere aus anderen
Malignomen bekannte und haufige Treibermutationen (APC, RB1, RET],
CDKNZ2A, PTEN und TP53) gefunden werden. Die haufigsten Mutationen waren
Punktmutationen im NRAS-Gen und Deletionen im CDKN2A-Gen in jeweils
27,3 % der Falle (Stenzinger et al., 2014).

In einem ahnlichen methodischen Ansatz wurden die seltenen duktalen,
tubularen und laktierenden Adenome der Mamma untersucht. Dabei konnte die

histomorphologische Unterscheidung der Adenome durch das Auftreten jeweils
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unterschiedlicher Mutationen je Subgruppe unterstitzt werden. Finf von neun
untersuchten duktalen Adenomen wiesen Punktmutationen in den Genen
AKT1, PIK3CA und GNAS auf. Drei von sechs tubularen Adenomen waren
charakterisiert durch Punktmutationen in den Genen MET und FGFRS3. Die der
drei untersuchten laktierenden Adenome zeigten keine Mutationen.
Insbesondere beim duktalen Adenom kann die Kenntnis Uber die Art der
Mutationen in schwierigen Fallen in der Differentialdiagnose zum Fibroadenom
der Mamma genutzt werden, da diese in ca. 60 % der Félle eine Mutation im
Exon 2 des MED12 Gens aufweisen (Volckmar et al., 2017).

In der molekularbiologischen Erforschung der formalen Pathogenese von
malignen Neoplasien wird haufig zum Auffinden von funktionell interessanten
Biomarkern zunachst eine molekulare Screeningmethode durchgefiihrt. Dieses
Prinzip wurde auch in der bereits erwahnten Studie zur cDNA
Expressionsanalyse an PV Progenitorzellen angewandt (Siebolts et al., 2009a).
In spateren wissenschaftlichen Kooperationen kamen &hnliche methodische
Ansétze zur Anwendung. In einer Studie an acht Melanomzelllinien wurde ein
RNA Interferenz Screening (RNAi screen) durchgefuhrt. Mittels dieses
Verfahrens konnten Kandidatengene des mitogen-activated protein kinase
Signalwegs (MAPK) fur weitere funktionelle Untersuchungen mittels knockdown
ermittelt werden. Durch Supprimierung der Expression von PRKCB
(Proteinkinase C beta) konnte in den untersuchten Zelllinien eine signifikante
Reduktion der Proliferationsrate, der in vitro Koloniebildung und der
Migrationsaktivitat erreicht werden. Des Weiteren wurde eine deutlich erhéhte
Expression in Geweben von untersuchten Primartumoren und Metastasen von
Melanomen im Vergleich zu benignen Hautnavi festgestellt. Weitere funktionelle
Untersuchungen  zeigten zudem, dass die Wachstumsrate von
Melanomzelllinien mittels eines spezifischen PRKCB- Inhibitors deutlich

gesenkt werden konnte (Schénherr et al., 2014).

Mittels einer komparativen Genexpressionsprofilerstellung an humanen
Brustkrebszelllinien konnte das Gen Ektonukleosidtriphosphat
Diphosphohydrolase 5 (ENTPD5) als Zielgen des in zahlreichen malignen
Neoplasien vorkommenden TP53-Proteins mit aktivierender Mutation

beschrieben werden. ENTPD5 wirkt im endoplasmatischen Retikulum, wo es in
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den Prozess der Bildung einer Tertiarstruktur von sich bildenden
Membranproteinen involviert ist. Dabei scheint die TP53 Mutation Uber die
Wirkung von ENTPD5 klonales Wachstum, Migration, Invasion und

Lungenmetastasierung im Mausmodel zu induzieren (Vogiatzi et al., 2016).

Eine weitere funktionelle Studie untersuchte die Rolle von CLAUDIN_1 auf die
Aggressivitat des follikularen  Schilddrisenkarzinoms  (follicular thyroid
carcinoma, FTC). CLAUDIN_1 ist als Transmembranprotein ein Teil der
Zellverbindung tight junction und tragt wesentlich zur Festigkeit der
interzellularen Verbindung bei. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen
konnte an FTC- Metastasen und Zelllinien gezeigt werden, dass die
membranare Expression deutlich vermindert und die nukledre Expression
konsekutiv deutlich erhéht war. Mittels funktioneller Untersuchungen an
Zelllinien mit Induktion bzw. Reduktion der CLAUDIN_1 Expression wurde
dargestellt, dass dies einen signifikanten Effekt auf die Aggressivitat der Zellen
im Sinne einer gesteigerten Migrationsaktivitat und Invasion hatte und die
Proteinkinase C als Steuerungsfaktor die Expression von CLAUDIN 1

kontrolliert (Zwanziger et al., 2015).

2.1.3 Vergleichender Nachweis tumorassoziierter Mutationen zur
Tumorcharakterisierung

Wie bereits in Kapitel 1.4 ausgefihrt, bietet eine vorhandene Treibermutation
den neoplastischen Zellen einen hohen Selektionsvorteil und wird im
Primartumor oder der Metastase in den meisten Tumorzellen nachzuweisen
sein. Durch die Analyse von Treibermutationen kann daher beim Auftreten
verschiedener Tumormanifestationen tberprift werden, ob es sich um Anteile
des bereits bekannten Tumors oder um Anteile eines unabhangig entwickelten
Zweitmalignoms handelt. Weiterhin kdnnen subklonale Mutationen wie
Kotreibermutationen oder passagare Mutationen genutzt werden, verschiedene
Subklone zu charakterisieren, um weitere Informationen Uber Prognose und

Resistenzentwicklungen zu bekommen.
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Ein Patient mit einem Adenokarzinom der Lunge und einer aktivierenden
Deletion im EGFR Exon 19 wurde initial mit einem fir diese Situation
zugelassenen spezifischen Kinaseinhibitor therapiert. Nach kurzer Zeit und
nach anfanglichem Therapieansprechen wurde radiologisch eine Progression
des Tumors festgestellt. Daraufhin wurde eine Resistenzbestimmung mittels
Liquid Biopsy durchgefiihrt und im EGFR Gen die Resistenzmutation p.T790M
gefunden. Im Anschluss wurde die Therapie auf eine Zweitlinientherapie mit
einem fur diese Resistenzsituation wirksamen Tyrosinkinaseinhibitor umgestellt.
Wider Erwarten sprach der Patient nicht auf die gednderte Therapie an und
blieb hinsichtlich der Tumorerkrankung progressiv. Um diesen Widerspruch
aufzuklaren, wurde im interdisziplinaren Konsens beschlossen, eine erneute
Biopsie progressiver Tumoranteile durchzufiihren. Im histologischen Ergebnis
wurde nun ein kleinzellig neuroendokrines Lungenkarzinom festgestellt, gegen
das die gewdahlte Therapie nicht wirken konnte. In einer
molekularpathologischen Analyse wurde auch in diesem Tumoranteil trotz
unterschiedlichem Tumortyp die gleiche Deletion im Exon 19 des EGFR Gens
gefunden (Moeller et al., 2018). Dies legt den Schluss nahe, dass sich unter der
initialen Therapie des Patienten zwei parallele Resistenzen ausgebildet hatten,
sowohl eine p.T790M Mutation als auch eine histologische Transformation in

ein kleinzellig neuroendokrines Lungenkarzinom (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Parallele Resistenzentwicklung unter Kinaseinhibitortherapie

Dieses Beispiel zeigt das Potential des Nachweises von Treibermutationen zur
Charakterisierung von malignen Neoplasien. Bei dem geschilderten Fall ist
davon auszugehen, dass sich das kleinzellig neuroendokrine Lungenkarzinom
unter der Selektion der initialen Tyrosinkinaseinhibitortherapie entwickelt hat, da
zum einen die detektierte Exon 19 Deletion in primaren kleinzelligen
neuroendokrinen Lungenkarzinomen nicht beschrieben ist und zum anderen die
Variabilitdt der Deletionen im Exon 19 sehr hoch ist und die Wahrscheinlichkeit,
dass sich zwei unabhéangig voneinander entwickelte Tumoren an der gleichen
Stelle mit der gleichen Deletion entwickelt haben, als sehr niedrig anzusehen
ist. Dieser Fall zeigt auch, dass die Liquid Biopsy Diagnostik trotz der
allgemeinen Euphorie fir diese Methodik (siehe Kapitel 1.6) zwar den
molekularen Resistenzmechanismus beschreiben konnte, aber naturgemaf
nicht den parallelen Resistenzmechanismus der histologischen Transformation.
Dies bedeutet, dass die Kombination aus histologischem und molekularem

Befund den héchsten Informationsgewinn bietet.

Ein weiteres Beispiel fur die Bedeutung einer synoptischen Diagnostik unter
Berticksichtigung von  molekularpathologischen und  morphologischen

Befunden, berichteten wir im Rahmen einer Falldarstellung eines Patienten mit
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BCR-ABL1 positiver CML. Nach initial erfolgreicher Therapie mit dem
Kinaseinhibitor Imatinib sank die Mutationslast im peripheren Blut. Mittels
histomorphologischer  Diagnostik an der zusatzlich  durchgefihrten
Knochenmarkstanze konnte jedoch zeitglich eine deutliche Population
neoplastischer lymphoider Blasten als Resistenzmechanismus festgestellt
werden. Im Verlauf entwickelte der Patient trotz angepasster medikamentoser
Therapie eine schwere Immundefizienz und starb drei Monate nach Diagnose
(Markert et al., 2009).

Serdse Borderlinetumoren des Ovars (s-BOT) gelten als Vorlauferlasionen der
low-grade Ovarialkarzinome und sind haufig mit einer peritonealen und
lymphonodalen Tumorausbreitung vergesellschaftet. Trotz dieser typischen
Merkmale einer malignen Neoplasie ist die Einordnung der s-BOT als definitive
Malignome ebenso in der Diskussion wie ihre klonale Genese. Zur Klarung der
Frage einer klonalen Herkunft wurden in einer Studie an 13 serdsen
Borderlinetumoren des Ovars Treibermutationen in den Genen BRAF und
KRAS mittels Pyrosequenzierung am Primartumor und an jeweils 2 bis 6
korrespondierenden Tumormanifestationen in Lymphknoten und Peritoneum
untersucht. Die Diversitat der moglichen Mutationen gerade im KRAS Gen
erlaubt es dabei, bei gleichartiger Mutation im Primartumor und einer weiteren
Tumormanifestation eine klonale Genese zu postulieren. Im Ergebnis zeigten
die in unserer Studie untersuchten peritonealen und lymphonodalen
Tumoranteile in allen Fallen exakt die gleiche Treibermutation wie der
Primartumor, was die These einer klonalen Expansion weiter stitzt (Horn et al.,
2014).

2.1.4 Vergleichende Klonalitatsanalyse zur differentialdiagnostischen
Charakterisierung lymphoproliferativer Neoplasien

Viele lymphoproliferative Erkrankungen manifestieren sich primar in
Lymphknoten mit diagnostisch nutzbaren charakteristischen morphologischen
Veranderungen. Somit ist die Erstdiagnose zumeist dem Pathologen durch

histomorphologische und immunhistochemische  Untersuchung eines
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exstirpierten Lymphknotens vorbehalten. Eine weitere unterstitzende
diagnostische Methode ist der Nachweis einer klonalen Expansion von
Lymphozyten mittels der Klonalitdtsanalyse von T- und B- Zellrezeptorgenen
(siehe Kapitel 1.4). Die klonale Zellpopulation zeigt sich in dieser molekularen
Methodik im Elektropherogramm als ein dominierender Peak mit relativ
zurickgedrangtem Hintergrund der nicht- klonalen lymphozytaren Zellen. Mit
Hilfe dieser Information ko&nnen verschiedene Lokalisationen des Tumors
verglichen werden mit der Fragestellung, ob es sich jeweils um den gleichen
Tumorklon handelt, ob eine Evolution des Tumors zu einem multiklonalen
Geschehen mit verschiedenen Subklonen stattfand oder ob es sich

differentialdiagnostisch um zwei unterschiedliche Malignome handelt.

In einer Studie an 40 Patienten mit B- Zelllymphomen wurden
Klonalitatsanalysen an korrespondierenden paraffinierten Proben von
Lymphknoten und Knochenmarkbiopsien durchgefiihrt und hinsichtlich der
klonalen Peaks im Elektropherogramm verglichen. Dies ist insbesondere von
klinischer Bedeutung, da die Mitbeteiligung des Knochenmarks bei diesen
Malignomen einen negativen prognostischen Parameter darstellt. Rein
histomorphologisch ist die Detektion von klonalen lymphoproliferativen
Mikroinfiltraten oftmals eine diagnostische Herausforderung. Unsere Daten
zeigten in 50 % der Falle im Knochenmark einen identischen klonalen Peak in
der Klonalititsanalyse im Sinne einer definitiven Ausbreitung der
vordiagnostizierten Grunderkrankung in das Knochenmark. In 25 % der Falle
zeigten sich jeweils zusatzliche Kklonale Peaks als Zeichen einer
fortschreitenden Evolution des Tumors mit subklonalen Tumoranteilen. Diese
Studie zeigt die diagnostisch  unterstitzende  Aussagekraft der
Klonalitatsanalyse im Rahmen der  Ausbreitungsdiagnostik  von

lymphoproliferativen Erkrankungen (Odenthal et al., 2008).
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2.2 Entwicklung spezialisierter molekularpathologischer Verfahren

2.2.1 MicroRNA als moglicher Analyt in der molekularpathologischen
Diagnostik

Wie in der Einleitung und insbesondere in Kapitel 1.6.2 beschrieben, ist die
Kenntnis Uber die biologischen Eigenschaften eines Analyten essentiell zur
korrekten Interpretation der Ergebnisse. Dazu gehoren die Kenntnis tber die
Freisetzung und Verteilung des Analyten genauso, wie das Wissen uber
maogliche artifizielle Degradation im Verlauf der Analytextraktion aus der

Korperflissigkeit oder dem Gewebe.

Im Rahmen der molekularpathologischen Routinediagnostik wurde in den
letzten Jahrzehnten viel Erfahrung mit der Extraktion von DNA und RNA aus
formalinfixierten und paraffinierten Gewebeproben gesammelt. Dabei ist
insbesondere die quantitative Analyse von messenger RNA (mRNA)
problematisch, da diese einzelstrangige Nukleinsdurespezies anfalliger gegen
zersetzende Prozesse ist, als die durch ihren doppelstrangigen Aufbau besser
geschutzte DNA.

Zum Zeitpunkt der hier vorgestellten Studie zur Charakterisierung von
microRNA aus formalinfixierten und paraffinierten Gewebe gab es keine
systematischen Untersuchungen dazu, ob quantitative Analysen an dieserart
archiviertem Gewebe moglich sind. Zu diesem Zweck untersuchten wir zwei
reprasentative microRNA Spezies mittels quantitativer PCR an 86
formalinfixierten und paraffinierten Archivproben aus Leber, Mamma,
Knochenmark (nach Entkalkung), Lymphknoten und Kolon. In einem zweiten
Ansatz wurde die Expression der gleichen microRNA Spezies aus nativem
Mauslebergewebe und parallel bearbeiteten fixierten Proben der gleichen
Lebern verglichen um den Einfluss von Fixationsart und Fixationszeit von 12 bis
72 Stunden zu ermitteln. Die Ergebnisse zeigten, dass microRNA aus
formalinfixiertem und paraffinierten Material hinsichtlich der Expression gut

analysierbar ist. Die Dauer der Fixation hatte keinen signifikanten Einfluss auf
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die Analysen. Bei der Fixationsart konnten Unterschiede im Expressionslevel
dargestellt werden. Grundsatzlich ist die Analyse nach jeder untersuchten
Fixationsart maoglich, jedoch sollten nicht unterschiedlich fixierte Gewebe
miteinander verglichen werden. Eine signifikant schlechtere Qualitat der
microRNA ergab sich nach Fixation mit ungepuffertem Formalin und bei
Zustand nach Entkalkung. Fir die retrospektive Analyse von formalinfixiertem
und paraffinierten Gewebe sind die gut dokumentierten Paraffinarchive der
Pathologen von besonderem Interesse. Ein erstaunliches Ergebnis dieser
Studie war, dass eine Lagerung der Paraffinblocke Uber 7 Jahre keinerlei
Einfluss auf die quantitativen Untersuchungen der microRNA hatte. Erst nach
10 bis 20 Jahren nimmt der Gehalt der extrahierbaren microRNA signifikant ab,
wobei vergleichende semiquantitative Expressionsanalysen weiterhin méglich
erscheinen (Siebolts et al., 2009b).

2.2.2 Hochsensitives Verfahren zum Nachweis der JAK2 p.V617F
Punktmutation zur molekularen Diagnostik und zum Monitoring an
peripherem Blut

Die molekularpathologische Diagnostik am peripheren Blut wird im Kontext der
soliden Tumoren bei Nachweis von genomischen Veranderungen aus
zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTC) oder an zirkulierender
Tumor-DNA (ctDNA) im Allgemeinen als Liquid Biopsy bezeichnet. Prinzipiell
werden auch bei Mutationsanalysen am peripheren Blut von Patienten mit einer
myeloproliferativen Neoplasie CTCs oder ctDNA untersucht. Der Unterschied
besteht darin, dass die Tumorzellen durch die Art der Erkrankung in hoher Zahl
in das periphere Blut abgegeben werden und somit der molekularen
Charakterisierung leichter zuganglich sind. In Kapitel 1.1 und 1.2 werden die
Grundlagen der molekularen Veranderungen bei myeloproliferativen Neoplasien
erlautert. Kapitel 1.3 beschreibt die molekulare Diagnostik dieser Erkrankungen
und in Kapitel 1.5 und 1.6 wird detailliert auf die Beschrdnkungen und
Maoglichkeiten der molekularen Diagnostik eingegangen. Vor dem so skizzierten
theoretischen Hintergrund sind die folgenden Studien zum molekularen
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Monitoring von Patienten mit JAK2 p.V617F positiver myeloproliferativer

Neoplasie einzuordnen.

Das Ziel einer jeden Therapie maligner Neoplasien ist die Kuration, also die
vollstdndige Heilung, des Patienten bzw. der palliative Ansatz, idealerweise mit
der Transformation einer schnell fortschreitenden und damit lebensbedrohlichen
Erkrankung in einen chronischen Prozess. Die posttherapeutisch
diagnostischen Ansétze bezeichnet man als Monitoring, sie dienen der
Verlaufskontrolle und der mdglichst frithzeitigen Erkennung von Rezidiven der
Erkrankung. In einer initialen technischen Studie an vier Patienten mit primarer
Myelofibrose und Zustand nach allogener Stammzelltransplantation wurde die
pradiktive Kraft der Voraussage zu einem klinischen Rezidiv der Erkrankung
getestet. Dazu wurden sequentielle Knochenmarkbiopsien vor und nach
Stammzelltransplantation mit  einer  konventionellen  allelspezifischen
guantitativen PCR mit einer technischen Sensitivitdt von 1 % untersucht und die
Ergebnisse mit den klinischen Daten korreliert. In einem zweiten Ansatz wurden
die gleichen Proben mit einer zweiten, selbst entwickelten sensitiveren
Methodik analysiert, die die allelspezifische quantitative PCR mit einer starken
Blockierung der nicht mutierten Allele (wild-type-blocking) kombiniert. Die so
erzeugte technische Sensitivitat lag bei 0,001 % bzw. dem Nachweis eines
mutierten Allels vor dem Hintergrund von 100.000 nicht mutierten Allelen. Durch
die so erzeugte hohe technische Sensitivitdit konnte, anders als mit der
konventionellen Technik, eine minimale residuale Tumorlast schon direkt nach
der potentiell kurativen Therapie erkannt und ein Rezidiv Monate bis Jahre vor

den klinischen Zeichen des Rezidivs angezeigt werden (Siebolts et al., 2010).

Diese Methodik wurde im Folgenden in der Routinediagnostik der
Universitatsklinika Koln und Leipzig bei Patienten mit entsprechendem
molekularen Profil und Zustand nach Stammzelltransplantation zum
Therapiemonitoring erfolgreich eingesetzt. Dies wurde im Rahmen einer
prospektiven Studie publiziert, die 70 sequentielle Blutproben und
Knochenmarkbiopsien von 30 Patienten mit JAK2 p.V7617F positiven
myeloproliferativen Neoplasien und Zustand nach allogener
Stammzelltransplantation, unter Anwendung der zuvor publizierten Methode auf

residuale molekulare Erkrankung einschloss. Wie zuvor beschrieben, konnte
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der Nachweis einer molekularen Resterkrankung ein klinisches Rezidiv schon
Monate vorher ankindigen. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass am Tag 28
nach allogener Stammzelltransplantation der Nachweis einer residualen
Allellast von > 1 % ein signifikant hoheres Rezidivrisiko und schlechteres

Gesamtuberleben vorhersagen konnte (Lange et al., 2013).

Dieses Ergebnis steht in einer Reihe mit Publikationen zum Monitoring einer
minimalen Resterkrankung mittels Liquid Biopsy nach potentiell kurativer
Therapie bei Patienten mit Mammakarzinom und kolorektalem Karzinom und
hat ein hohes Potential, schon bald im Rahmen der Routinediagnostik
eingesetzt zu werden. Dabei kann unabhangig von der vorliegenden, potentiell
kurativ zu behandelnden malignen Neoplasie im Rahmen der Erstdiagnostik am
histologischen Material eine Mutationsanalyse mittels Parallelsequenzierung
durchgefiihrt werden. Bei Nachweis einer tumorspezifischen Mutation kann
diese im Verlauf mittels Liquid Biopsy und einer geeigneten technisch
sensitiven Methodik wie z.B. digitaler PCR oder wild type blocking
allelspezifischer quantitativer PCR zum Monitoring der minimalen
Resterkrankung Uberprift werden. Im Falle eines Rezidivs kann dann erneut
eine Gewinnung histologischen Materials erfolgen, um wiederum mittels
Parallelsequenzierung eine mdgliche molekulare Resistenzentwicklung zu
sichern und gegebenenfalls eine weitere Therapie, im Sinne einer
Zweitlinientherapie, mit der erneuten Mdglichkeit eines molekularen Monitorings
durchzufiihren (Abbildung 3).
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Abbildung 3. Mdglicher Algorithmus zum molekularen Monitoring

Dass ein molekulares Monitoring seine diagnostische Aussagekraft auch im
Rahmen einer Therapie mit Kinaseinhibitoren entfalten kann, zeigt ein
interessanter Fallbericht unter Anwendung der zuvor beschriebenen
molekularen Methodik. Ein 50jahriger kaukasischer Patient mit einer JAK2
p.V617F positiven primaren Myelofibrose wurde mit dem fir JAK1/2
spezifischen Kinaseinhibitor Ruxolitinib therapiert. Interessanterweise konnte
eine Allellast am Blut und an sequentiellen Knochenmarkbiopsien von 58 %
bzw. 85 % festgestellt werden, die erst nach 216 Wochen unter laufender
Therapie unter den fir die Stammzelltransplantation so wichtigen pradiktiven
Wert von unter 1 % gefallen ist. Dabei hatte der Patient wahrend des
Untersuchungszeitraums keine klinischen Anzeichen eines Rezidivs der
Erkrankung. Ganz offensichtlich verbleibt unter der Kinaseinhibitortherapie eine
zwar inaktive, aber vitale Tumorzellpopulation bestehen, bis sie sich auf

naturlichem Weg selbst limitiert (Koehler et al., 2015).
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2.2.3 Hochsensitives Verfahren zum diagnostischen Nachweis von
Treibermutationen an Feinnadelaspiraten von Schilddriisenknoten

Eine weitere diagnostische Fragestellung, bei der auf Grund des h&aufig nur sehr
geringen Zellgehaltes eine besondere Anforderung an die technische
Sensitivitat der molekulardiagnostischen Methodik gestellt wird, ist die
Diagnostik an Feinnadelaspiraten (FNA) von suspekten Schilddriisenknoten.
FNA von suspekten Schilddrisenknoten werden routinemafig gewonnen, da
klinisch kaum Madglichkeiten bestehen, die Dignitat sicher abzuschéatzen. Im
Rahmen der nach der Feinnadelaspiration folgenden zytologischen
Untersuchungen durch einen erfahrenen Pathologen werden die Ergebnisse in
prognostische Gruppen nach BETHESDA in sechs Gruppen eingeteilt. Die
Einteilung in die Kategorien IV bis VI fuhrt zu einer chirurgischen Entfernung mit
der Madglichkeit einer anschlieRenden definitiven histomorphologischen
Diagnose. Klinisch problematisch sind die zytologischen Gruppen |
(diagnostisch nicht auswertbar), 1l (benigne, follikularer Knoten) und IIl (Atypien
unklarer Signifikanz). In diesen Fallen wéare eine zusétzliche molekulare

Testung mit prognostischer Aussage hilfreich.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der von uns publizierten Studie
untersucht, in wie weit verschiedene Methoden geeignet sind, valide Aussagen
zu moglichen tumorassoziierten Mutationen zu treffen. An 110 FNA-
Ausstrichpraparaten und korrespondierendem chirurgischen Material wurden
die bekannten Treibermutationen BRAF, NRAS, HRAS und KRAS untersucht.
Dabei kamen die quantitative PCR und die Pyrosequenzierung zum Einsatz.
Fir die untersuchten Mutationen erwies sich die Pyrosequenzierung auf Grund
der hohen Spezifitdt, bei allerdings nur maRiger Sensitivitdt, der quantitativen
PCR Uberlegen. Die Aussagekraft konnte bei doppelter Testung mit beiden

Methoden nochmals deutlich gesteigert werden (Rehfeld et al., 2013).

In einer weiteren Studie zu diesem Thema wurde an 564 FNA- Ausstrichen von
suspekten Schilddrisenknoten im Vergleich zu vorliegendem chirurgischen
Material ein Panel aus sieben Genen mittels quantitativer PCR und
Pyrosequenzierung untersucht. Im Anschluss wurde ein Grof3teil der Patienten

Uber ein Jahr nachbeobachtet. Insgesamt waren die Punktmutation BRAF
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p.V600E und die Fusion RET/PTC zu 98 % und 100 % mit einem malignen
Befund assoziiert. Fur die RAS Punktmutationen und PAX8/PPARG Fusion lag
die Korrelation mit einem definitiven Malignom nur bei 31 % und 0 %. Diese
Werte sind kongruent zu der Beobachtung, dass RAS und PAX8/PPARG
Alterationen haufig auch in benignen Neoplasien zu finden sind, wahrend es
nach Literaturangeben fir BRAF und RET/PTC Alterationen kaum Berichte
benigner Lasionen gibt. Vor diesem Hintergrund scheint die pradiktive
Aussagekraft der Mutationsanalyse von RAS und PAX8/PPARG an FNA-
Material eingeschrankt. Insgesamt konnten lediglich 36 % der in der Studie
gefundenen Karzinome, die zuvor der zytologischen Gruppe Il (Atypien
unklarer Signifikanz) zugeordnet waren, durch die Mutationsanalyse bestimmt
werden, so dass aus den vorliegenden Daten keine Empfehlung zu einer
flachendeckenden molekularen Diagnostik zum jetzigen Zeitpunkt gegeben
werden kann (Eszlinger et al., 2017).

2.3 Eigene Publikationen im Rahmen der Habilitationsschrift in
Reihenfolge der Erwahnung in Kapitel 2
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4. Thesen

Progenitorzellen der Polyzythdmia vera sind als neoplastische Zellen erkennbar
durch hohere Groél3envarianz der Zellen, Vermehrung der Mitochondrienanzahl,
VergroRerung der Golgi-Apparate und Dysregulation von

Wachstumsrezeptoren.

Es existiert eine nicht- neoplastische Zellfraktion im Blut von Patienten mit

Polyzythamia vera als mogliches Reservoir einer gezielten Therapie.

Die Akkumulation chromosomaler Schaden von Progenitorzellen von Patienten
mit Polyzythamia vera ist verursacht durch eine aberrante Expression der DNA-

abhangigen Proteinkinaseuntereinheit KU86.

Trotz vollstandiger Spenderhamatopoiese im Blut von Patienten mit primarer
Myelofibrose bei Zustand nach allogener Stammzelltransplantation mit
dosisreduzierter Konditionierung existiert im Knochenmark eine langsam

ricklaufige Zahl an neoplastischen Progenitorzellen.

Die schlechtere Prognose von Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie
bei Zustand nach Therapie mit allogener Stammzelltransplantation und
dosisreduzierter Konditionierung ist bedingt durch eine hdéhere Anzahl einer
verbleibenden neoplastischen Progenitorzellpopulation im Knochenmark

verglichen mit gleichartig behandelten Patienten mit primérer Myelofibrose.

Mittels vergleichender Untersuchungen tumorassoziierter Mutationen lassen
sich Informationen  zur  therapieassoziierten =~ Tumorevolution  zur

Resistenzentwicklung gewinnen.

Beim serosen Borderlinetumor des Ovars handelt es sich um eine
neoplastische Tumorerkrankung mit dem Potential einer peritonealen und

lymphonodalen Metastasierung.

Die vergleichende Klonalitatsanalyse bei lymphoproliferativen Neoplasien bietet
die Mdglichkeit einer prognostischen Aussage im Rahmen der

Ausbreitungsdiagnostik.
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Formalinfixiertes und paraffiniertes Gewebe ist flir quantitative microRNA

Expressionsanalysen auch nach Jahren der Archivierung geeignet.

Ein technisch hochsensitives Verfahren zur Detektion der aktivierenden JAK2
p.V617F Mutation ermoglicht eine posttherapeutische prognostische
Stratifizierung von Patienten mit myeloproliferativer Erkrankung sowie ein

Monitoring eines molekularen Fruhrezidivs.
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Monoclonal Origin of Peritoneal Implants and Lymph Node
Deposits in Serous Borderline Ovarian Tumors (s-BOT) With
High Intratumoral Homogeneity

Lars-Christian Horn, m.p., ph.D., Anne K. Hohn, m.p., Jens Einenkel, Mm.D.,
and Udo Siebolts, M.D.. Ph.D.

Summary: Molecular studies have shown that the most prevalent mutations in serous
ovarian borderline tumors (s-BOT) are BRAF and/or KRAS alterations. About one
third of s-BOT represent peritoneal implants and/or lymph node involvement. These
extraovarian deposits may be monoclonal or polyclonal in origin. To test both the
hypotheses, mutational analyses using pyrosequencing for BRAF codon 600 and KRAS
codon 12/13 and 61 of microdissected tissue was performed in 15 s-BOT and their
invasive and noninvasive peritoneal implants. Two to 6 implants from different
peritoneal sites were examined in 13 cases. Lymph node deposits were available for the
analysis in 3 cases. Six s-BOT showed mutation in exon 2 codon 12 of the KRAS proto-
oncogen. Five additional cases showed BRAF p.V600E mutation representing an overall
mutation rate of 73.3%. Multiple (2-6) peritoneal implants were analyzed after
microdissection in 13 of 15 cases. All showed identical mutational results when
compared with the ovarian site of the disease. All lymph node deposits, including those
with multiple deposits in different nodes, showed identical results, suggesting high
intratumoral mutational homogeneity. The evidence presented in this study and the
majority of data reported in the literature support the hypothesis that s-BOT with their
peritoneal implants and lymph node deposits show identical mutational status of BRAF
and KRAS suggesting a monoclonal rather than a polyclonal discase regarding thesc
both tested genetic loci. In addition, a high intratumoral genetic homogeneity can be
suggested. In conclusion, the results of the present study support the monoclonal origin
of s-BOT and their peritoneal implants and lymph node deposits. Key Words: BRAF—
KRAS—Serous borderline tumor—QOvary—Clonality—Implant—Lymph node—
Mutation.
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Clinical epidemiological, histologic, and molecular
studies have shown that ovarian cancer can no longer
be considered as a single disease. A dualistic model of
ovarian carcinogenesis has been proposed during the
last few years that classifies (serous) carcinomas into
2 groups (1-5). the high-grade serous cancer, the
prototype of Type II ovarian cancer, is characterized
by high frequency (~90% of all serous ovarian
cancer), rapid progressive and mostly lethal disease,
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Quantification of clonal hematopoiesis in polycythemia vera
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Abstract Polycythemia vera (PV) is believed to represent
a clonal trilineage myeloaccumulative hematopoietic dis-
order. This study was undertaken to estimate for the first
time the proportion not only of the neaplastic clone but also
of clonal and residual nonneoplastic D34 progenitor
cells. Chromosomal abnormalities, including trisomy 8 or
9, are phenomena associated in about 20% of PV patients.
Therefore, we screened peripheral blood (PB) mononuclear
cells of PV patients in the chronic phase of the disease and
looked for chromosomal abnormalities performing com-
parative genomic hybridization. Two of the ten patients
revealed cytogenetic changes, including trisomy 8 or 9. To
quantify the proportion of cytogenetic abnormal cells in
these patients, we applied fluorescence in situ hybridization
(FISH) technique on immunomagnetically enriched cell
fractions. Ninety percent of the mononuclear cells and up
to 79% of PB-derived CD34" progenitor cells presented
three signals for chromosome 8 or 9. The diagnostic value
of FISH to detect trisomies in trephine biopsies was then
tested in all patients under study. Although the probability
to detect FISH signals in a certain section plane is re-
duced, constantly 10-15% of the cells revealed three sig-
nals. Concerning the CD34™ progenitor cell pool, a distinet
nonclonal population exists in these patients. Our data
underline the stem cell character of PV and additionally
quantify the proportion of clonal CD34" progenitor cells
for the first time. The finding of a distinct, not aberrant,
CD34" progenitor cell population in chronic phase PV may
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offer perspectives in treatment of the disease. Finally, FISH
analysis of bone marrow biopsies can be helpful to con-
solidate diagnosis of early PV.

Keywords Polycythemia vera - Chromosomal
aberrations - CD34" - FISH - CGH

Introduction

Polycythemia vera (PV) is believed to be a clonal disorder
arising in a multipotent hematopoietic progenitor cell that
causes the accumulation of morphologically normal red
cells, white cells, platelets, and their precursors in the
absence of a definable stimulus [26]. However, the molec-
ular basis of PV remains elusive. The hallmark of the
disease is trilineage hematopoietic proliferation (panmye-
losis) dominated by erythropoiesis [26]. Therefore, most
investigations on the pathogenesis of PV have focused on
the red cell lineage. Indeed, a peculiarity of PV patients is
the reduced serum erythropoietin (Epo) level [6]. The
results concerning functional aspects of the erythropoiesis
in PV, however, are contradictory. PV erythroid progenitor
cells are able to proliferate in vitro in the absence of Epo,
but this does not define the limits of the abnormal clone
since not all PV erythroid progenitor cells exhibit Epo
independence [7]. The existence of several hematologic
subpopulations in PV may therefore be speculated, and a
quiescent significant proportion of nonneoplastic cells in
blood and bone marrow of PV patients cannot be excluded.
In several recently published studies, the hypersensitivity
of PV progenitors to several growth factors was explained
by a point mutation of Janus kinase 2 gene (JAK?2), leading
to a constitutive activation of this downstream transductor
of growth-factor-induced signaling [2, 14, 21]. This point
mutation, however, was also seen in other chronic myelo-
proliferative disorders and, therefore, is not specific for PV.

Although there is no pathognomonic chromosomal
abnormality defining PV, consistent, acquired cytogenetic
changes, including del(20q), del(13q), trisomies 8 and 9 as
well as duplication of 1g, have been observed at diagnosis
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Differences in proportion and dynamics of recipient
hematopoiesis following hematopoietic cell
transplantation in CML and IMF
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Abstract. Since decades myeloablation followed by allogeneic
stem cell transplantation offered the only opportunity to cure
leukemia patients and only recently the development of
STI571 created a further alternative in chronic myeloid
leukemia {CML). While among all leukemias this trans-
plantation regimen had the best outcome in CML, trials with
reduced intensity conditioning regimens (RIC) were rather
humbling and recurrence of the neoplastic clome occurred
frequently. However, the same therapy in patients with
idiopathic myelofibrosis (IMF) resulted in a more favorable
outcome. Therefore, long-term mixed chimerism (mCh) was
determined on bone marrow (BM) biopsies derived from five
IMF patients and from eight CML patients of the pre STT era
following sex-mismatched transplantation. All patients
presented lasting hematologic remission and were matched
concerning age, sex and appearance of GvHD. Analysis of
late transplant peried (day +100) revealed a concentration of
host cells within the CD34* precursor cell compartment in
both diseases. However, in IMF BM biopsies only up to 8%
recipient CD34* precursors but in CML biopsies up to 26%
recipient CD34* precursors were detected. Taken into
account that in CML up to 10% of the host BM CD34~
precursors bear the BCR-ABL translocation our data suggest
that the neoplastic CD34+ progenitor cell population might
dispose of betler strategies to escape immune surveillance in
CML than in IMF.
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Cologne, Germany
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Introduction

Allogeneic bone marrow and hematopoietic stem cell trans-
plantation (allo-BMT/HSCT) has arguably been applied
successful in the treatment of chronic myeloid leukemia
(CML) and still remains the most effective strategy for
inducing durable molecular remission in STIS71 (imatinib
mesylate, Gleevec) refractory patients {1,2). The application
of conventional myeloablative allo-HSCT has, amongst others,
been limited by the age of the recipient. Therefore, the vse of
reduced intensity conditioning (RIC) regimen was studied in
a limited number of patients. However, even if some published
data remain contradictory most studies reported an elevated
risk for recurrence of the disease and an adverse outcome
(1.3.4). Idiopathic myelofibrosis (IMF), a less common
chromic miyeloproliferative disease (CMPD) with an onset in
the elderly, carries a prognosis with a median survival of four
years (5.,6). Initial studies on a small number of patients
demonstrated that conventional myeloablative therapy lead to
high transplant-related mortality (7-10). However, the use of
RIC resulted in a better outcome in IMF patients (11). In
general, the elimination of tumor cells is mostly due to a
strong graft-versus-leukemia (GVL) effect of the donor
alloimmune effector lvmphocytes (12-14). When leukemia
relapses after allogeneic hematopoietic cell transplantation
(HCT), donor lymphocyte transfusions can induce sustained
remissions in some patients (15). The different response of
IMF and CML patients on above-mentioned therapy regimen
could suggest that neoplastic hematopoiesis in CML might
dispose of better escape strategies than hematopoiesis in
IME.

Patients and methods

Fatients (IMF). A total of five patients (four men, one woman,
mean age 45 years, fifteen sequential post-transplant trephine
biopsies) with IMF in the chronic phase of the disease received
PBSC grafts from sex-mismatched HLA identical family
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Abstract. Bone marrow biopsies (BMB) are the conventional
staging method for agsessing marrow involvement by
lymphoma. Morphological criteria provide basic data
determining their dignity, but concerning microfocal infiltrates,
these criteria are rather inaccurate. Here, by examination of
immunoglobulin H {IgH) receptor rearrangement and
comparison of medullar and nodular lymphoma sites,
diagnostic reliability was improved. Employing non-nested
IgH rearrangement analysis with FR3A and JHa consensus
primers, B-cell clonality was assessed on glotardialdehyde
fixed, decalcified BMB with and without lymphoma
mfiltration and on the corresponding lymph node specimens.
Malignancy was confirmed when polymerase chain reaction
(PCR) generated no more than two peaks and was observed in
60% of the medullar B-cell lymphoma. Comparison of lymph
node tissues and BMB revealed an identical pattern in 50%
of the probes. In 25% of the cases a single clonal peak derived
from the lymph node tissues was also observed in the BMB
but was surrounded by additional peaks. Here, direct
comparison of the data permitted determination of lymphoma
in the BMB. Therefore, IgH FR3 PCR analysis is a suitable
tool to examine small lymphoeid infiltrates in BMB, and direct
comparison with corresponding nedal lymphoma can further
facilitate estimation of their dignity.
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Cologne, Germany
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Introduction

There are still conflicting opinions over the distinction
between benign (reactive) focal lymphoid aggregates and
focal infiltrates of malignant lymphomas in BMB (1-4).
Although in BMB particularly histotopography and cyto-
morphology of lymphoid infilirates and an increase in reticulin
fibers may lead to a certain suspicion concerning their dignity,
the morphological evaluation lacks diagnostic reliability
particularly concerning microfocal infiltrates and biopsies
with inferior quality (5). In daily routine diagnostics, however,
the hematopathelogist is frequently confronted with this
differential diagnosis especially with respect to lymphoma
staging, as well as for assessing treatment response and/or
restaging. In addition, in lymphoproliferative diseases without
LN involvement, diagnosis can only be ascertained in suitable
BMB.

TgH FR3 PCR analysis has already been used by others to
check clonality of lymphoid infiltrates in BMB (6-12).
However, until now the support of corresponding LN
clonality analysis in diagnosis of BM involvement has not
been investigated systematically. Therefore, in this retro-
spective study we evaluated the impact of this assay on
glutardialdehyde (GA)-fixed, decalcified BMB especially
with regard to small medullar lymphoid infiltrates. Data were
then compared with those obtained from corresponding
lymphoma-infiltrated LN tissues, and this assay facilitated
the interpretation of BMB-derived data. When the histomor-
phology of the BMB was compared with the clonality data,
peritrabecular position and increase of reticular fibers were
the most significant features indicating malignancy.
Prerequisites for a high quality hematological diagnosis
therefore incorporate the optimal histelogical processing of
BMB, IgH rearrangement analysis and, ideally, comparison
of nodal and medullar lymphoma sites.

Materials and methods

Tissue samples. Paraffin wax-embedded specimens of BMB
and LN tissue were analyzed from a total of 40 patients
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ABSTRACT

Background: MicroRNAs have recently taken centre
stage as short non-coding RNAs that regulate mRNA
expression.

Aim/Methods: To assess the feasibility of using
microRNA technigues an routinely processed tissues, the
accessibility of twa representative microRNAS was
examined by real-time quantitative PCR in 86 human
formalin-fixed paraffin-embedded {FFPE) samples fram
liver, breast, bone marrow, lymphatic tissues and colan.
Murine liver was used to analyse the influence of fixation
time and different fixatives.

Results: High-quality microRNA was successfully
extracted from routinely processed formalin-fixed tissues,
resembling PCR amplification results from snap-frozen
material analysed in parallel. While fixation time did nat
affect microRNA accessibility, non-buffered farmalin ar
fixative supplements such as glutaraldehyde influenced
PCR results. Storage of human tissues for up to 7 years
did not cause a significant deterioration of microRNA.
However, microRNA quality in human archival material
following routine processing 1020 years ago was
decreased. Oxidation by ambient air during storage and
fixation in non-buffered formalin is a possible reason for
lngs of microRNA quality.

Conclusion: The assessment of microRNAs in readily
abtained formalin-fixed paraffin-embedded samples is a
highly promising tcol in malecular pathalogy when
similarly treated samples are analysed. Therefore,
microRNA analyses will gain wider acceptance as an
adjunct to marphological tissue assessment in routine
pathalogy and retrogpective studies.

Extracrdinary progress in molecular patholegy has
been made during the last 10 yvears, and molecular
pathology techniques are moving rapidly from the
research bench to routine utilisation in diagnostic
pathelogy. Many molecular RNA-based techniques
suffer from challenges when routinely processed
tissues, which have passed through fixation and
embedding steps, are utilised.'? Commonly used
formaldehyde-containing fixatives cause cross-link-
age between nucleic acids and proteins, making
subsequent extraction and quantification of RNA
challenging * ® One advantage of PCR technelogies
is that they do not require high amounts of target
molecules.” However, a major obstacle to RNA
expression fingerprinting of formalin-fixed parat-
fin-embedded (FFPE) tissues has been the uncer-
tainty about whether gene expression analyses
frem routinely archived tissues accurately reflect
the expression before fixation® because of poor
quality due to high fragmentation by tissue
processing.® Since fragmentation does not cause
further loss of quality when naturally cccurring
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small RNAs are targeted, microRNA (miRNA)
might be ideal tc be analysed by PCR in melecular
patholopgy applications. The recently discovered
miRNAs are non-coding RNAs that are not longer
than 22 bases in mature size and play a crucial
regulatory role in organ development, tumorigen-
esis and chronic disease.™ ™ miRNA expression
profiling of human tumoeurs has already identified
signatures associated with diagnosis, progression,
prognosis and response to treatment," ** but most
of these studies have used cell culture material or
snap-frozen tissue from redents or humans” ™
Although a number of authors have shown that
routinely processed FFPE tissue is suitable for real-
time guantitative PCR studies as long as the
amplicon sizes are shorter than 200 nucleotides
and normalisation to ene or several housekeeping
genes is accomplished,” ® ©2° 2 there are only a few
detailed studies about the feasibility of PCR assays
from FFPE tissues for non-coding short RNAs® #
FEFE tissue samples have been cellected through-
out decades of routine histopathological examina-
tion and are thus the most widely available
material in tissue archives around the world*”®
Thus, if miRNAs could be analysed in FFPE
material, miRNAs could gain wider acceptance as
molecular markers in retrospective studies of large
tissue cohorts and as general diagnostic and
scientific tools. To our knowledge, no study has
systematically assessed the effects of formalin
fixation from 12 h onward, the effects of tissue
storage for more than 25 vears, or the effects of
miRNA expression in a variety of human tissues
across the spectrum from highly adipose breast
parenchyma to cellular liver parenchyma and
decalcified bone marrow specimens.

The aims of this study are twofold: to demon-
strate the effects of fixatives and prolenged storage
in paraffin blocks on accessibility of two represen-
tative miRNAs and to show the suitability of
routine FFPE tissue for comprehensive miRNA
expression analyses using real-time PCR.

MATERIAL AND METHODS

Human snap-frozen and FFPE specimens

All specimens were obtained from the tumour
bank or from the archive of paraffin-embedded
diagnostic tissues of the Institute for Pathology at
the University Hospital of Cologne, Germany,
1980-2007, and were used in accordance with the
policies of the institutional review board of the
hospital.

Eighty-eight FEPE samples from different organs,
patients and diagnoses as well as matched snap-
frozen tissue from liver {n=4) and colon {n=73)
were selected (rable 1).

J Cin Pathol 2000;62:84-88. doi:10.1136/jcp.2008.058339
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Polycythemia vera (PV) is a clonal hematopoietic stem cell disease
characterized by a trilinear accumulation of blood cells that has
been recently associated with a JAK2"*'7" point mutation. How-
ever, this molecular defect represents a rather late event in the
disease progression, is not specific for this disease, and is not
ascertained in all patients indicating that additional factors con-
tribute to the specific phenotype of PV. Therefore, cDNA microar-
ray analyses were performed on CD34% peripheral blood stem
cells (PBSC) with subsequent evaluation on mRNA and protein
level of a larger cohort of PV patients. Microarray analyses
revealed a significant dysregulation of 11 genes. KU86, a gene cod-
ing for a subunit of the DNA-dependent protein kinase (DNA-PK),
displayed the strongest upregulation in all patients under study.
This peculiarity was accompanied by downregulation of the cata-
lIytic DNA-PK subunit DNA-PKcs. Also Ku86 protein was upregu-
lated and expressed in the vast majority of CD34* PBSC nuclei
while a weak nuclear expression was detected in only one blood
donor. Differential expression of several genes, imbalance of the
distinct subunits of DNA-PK, and particularly the strong upregu-
lation of Ku86 protein, are new findings in PV CD34% PBSC.
These factors may contribute to the accumulation of chromosomal
aberrations, accumulation of hematopoietic cells (especially of
erythropoiesis), and prolongation of CD34" PBSC life span
observed in PV.

© 2008 Wiley-Liss, Inc.

Key words: polycythemia vera; CD34"; gene signature; DNA-PK;
KU86

Chronic myeloproliferative disorders are characterized by
abnormal accumulation of more than one hematopoietic lineage
associated with relatively normal maturation." Amongst these
polycythemia vera (PV) is an acquired clonal myeloaccumulative
disease (panmyelosis) with increased red cell production inde-
pendent of mechanisms that normally regulate erythropoiesis.” An
acquired and activating JAK2"%"”" point mutation was previousl¥
described occurring in most patients suffering from this disease.>”
However, it has to be taken into account that this point mutation is
not specific for PV and that 3-36% of PV patients are JAK2"*"'F
negative.3 © 1n addition, Kralovics ef al. were able to demonstrate
that JAK2"%'7F represents a rather late event in disease progres-
sion.®? Therefore, other molecular defects within the stem cell
compartment have to be responsible for the specific phenotype of
PV.

On this account, we analyzed gene regulation of CD34 " periph-
eral blood stem cells (PBSC) from PV patients and healthy blood
donors. The most prominent elevated gene was KUS86, a subunit of
the DNA-dependent protein kinase (DNA-PK). As a multifunc-
tional protein Ku86 has been implicated in the regulation of many
pivotal nuclear processes such as DNA double-strand break repair
by non-homologous end joining (NHEJ).'>"'? Furthermore, in
acute and chronic myeloid leukemias an aberrant activity of DNA-
PK subunits Ku70/Ku86 has been shown to be a candidate mecha-
nism for chromosomal instability.'*'* Therefore, taken into
account that DNA-PK subunits not only acting as a precise
adjusted entity but also each exhibiting their own distinct func-
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tions an imbalance may cause severe disorder to cell metabo-
lism."> Consequently, we further analyzed gene expression of the
3 DNA-PK subunits and Ku86 protein expression in PV CD34"
PBSC. Furthermore, in PV bone marrow biopsies cellular distribu-
tion and abundance of Ku86 protein in hematopoiesis was scruti-
nized.

Material and methods
Study design

After informed consent, bone marrow trephine biopsies and pe-
ripheral blood (PB) samples from 9 patients with histopathologi-
cally determined chronic phase PV were obtained for diagnostic
or therapeutical purpose (phlebotomy). No additional myelosup-
pressive regimens were administered. The diagnosis of PV was
ascertained according to the criteria of the WHO classification of
2001 and all patients also meet the criteria of the new WHO clas-
sification of 2008.'°""®

At initial diagnosis, all patients presented hemoglobin values of
>18.5 g/dl (in men) and >16.5 g/dl (in women), a thrombocytosis
of >400 X 10%/1, and low Epo levels. Beside biopsies from 5 PV
patients in the chronic phase of their disease 5 archived trephine
biopsies conducted to evaluate dissemination of the disease where
taken from patients with nodal lymphoma (without bone marrow
involvement) and 26 blood samples from healthy individuals
served as controls. All patients under study carried the JAK2"%/7
point mutation as evaluated by PCR.

Additionally, to verify the influence of the allelic burden of the
JAK2"%"7F point mutation due to the RNA expression levels of the
6 genes examined by RT-PCR we used allele specific PCR and
PCR product sequencing to answer this question. All patients
under study revealed heterozygosity in their CD34" PBSC com-
partment (Supporting Figure 1).

Selection and isolation of CD34" and CD14™ cells

Phlebotomy samples of 500 ml peripheral blood underwent cen-
trifugation over Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Sweden) to
obtain a mononuclear cell concentrate. Mononuclear cells were la-
beled with either anti-CD34 micro beads or anti-CD14 micro
beads (both Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany) and
selected by an immunomagnetic separation system according to
the manufacturer’s instruction (mini-MACS, Miltenyi Biotec). To
increase purity of the eluted cells two further passes through

Additional Supporting Information may be found in the online version
of this article.

Grant sponsors: The Cologne Fortune Foundation, Center for Molecular
Medicine, University of Cologne (CMMC).

*Correspondence to: Institute of Pathology, University Hospital of
Leipzig, 04103 Leipzig, Germany. Fax: +49 341-97-15009.
E-mail: udo.siebolts@uniklinik-leipzig.de

Received 9 January 2008; Accepted after revision 4 August 2008

DOI 10.1002/ijc.23985

Published online 9 September 2008 in Wiley InterScience (www.interscience.
wiley.com).

105



106



107



108



109



110



111



112



» Additional data are published
online only at http://jcp.bm;.
com/content/vol63/issue4

'Institute of Pathology,
University of Leipzig, Leipzig,
Germany

“Centre for Molecular Medicine,

University of Cologne (CMMC),
Cologne, Germany
3Department of
Haematology/Oncology,
University of Leipzig, Leipzig,
Germany

Correspondence to
Udo Siebolts, Institute of
Pathology, University of Leipzig,

Liebigstrasse 26, Leipzig 04103,

Germany;
udo.siebolts@uniklinik-leipzig.
de

Accepted 16 November 2009

370

Downloaded from jcp.bmj.com on March 31, 2010 - Published by group.bmj.com

Allele-specific wild-type blocker quantitative PCR for
highly sensitive detection of rare JAK2 p.V617F point
mutation in primary myelofibrosis as an appropriate
tool for the monitoring of molecular remission

following therapy

Udo Siebolts,"? Thoralf Lange,® Dietger Niederwieser,® Claudia Wickenhauser'

ABSTRACT

Screening of JAK2 V617F point mutation becomes more
and more important in monitoring of JAK2 positive MPN
following stem cell transplantation. In an attempt to
achieve the required high sensitivity (1:10°), specifity and
robustness we created an approach applicable on bone
marrow biopsies where we adapted the principle of
wild-type blocker PCR with allele-specific Q-PCR. The
significance of the assay was demonstrated on

a retrospective series of sequential bone marrow biopsies
as diagnosis of molecular relapse now preceded the
diagnosis of clinical relapse by far. This method offers the
urgently needed tool for a systematic molecular analysis
of sequential biopsies in the course of stem cell
transplantation to develop guidelines for the management
of these patients.

The myeloproliferative  neoplasms  (MPNs)
comprise diverse entities of haematopoietic stem
cell disorders." ? A collective finding of some
subgroups is an activating point mutation within
JAK2 exon 14, JAK2 p.V617F.8 In this context veri-
fication of JAK2 p.V617F mutation is an important
tool for the initial diagnosis of polycythaemia vera,
essential thrombocythaemia and primary myelofi-
brosis (PMF) or of advanced disease with predomi-
nant osteomyelofibrosis and only low tumour cell
density. p.V617F mutation has been further
discussed to have a prognostic impact because the
mutational status is related to a more favourable
outcome in patients with PMF and a more adverse
outcome in patients with essential thrombocy-
thaemia.' * Verification of the mutation also enables
patients to be monitored following stem cell
transplantation, and it enables selection of patients
who would potentially benefit from tyrosine kinase
inhibitory therapy.” As retrieval of neoplastic cells
may be hampered by bone marrow fibrosis, molec-
ular pathological examination of trephine biopsy
samples can offer advantages in test sensitivity.

In principle, a number of approaches exist to
permit the detection of point mutations in bone
marrow biopsy samples, but each amplification
procedure has to deal with an excess of wild-type
DNA. PCR amplification and subsequent Sanger
sequencing requires the mutated allele to be present
at a frequency of at least 20%.? The restriction
fragment length polymorphism  (RFLP)-PCR
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method is highly sensitive, but it is limited by the
need for a restriction enzyme site at the position
that the base pair substitution is to be detected. In
contrast, the amplification refractory mutation
system PCR is able to discriminate between
templates that differ in a single nucleotide, by using
specific 3" primer modification; however, due to
non-specific hybridisation of these long oligonucle-
otides, this method is difficult to perform and false-
positive results place great demands on laboratory
staff. Finally, multiplex assays with two specific
tagman probes labelled with minor grove binder
(MGB), resulting in very specific hybridisation,
allow detection of wild-type DNA and the mutated
region. Therefore, this approach is very practicable,
but it is strongly limited by competitive inhibition
of the more abundant template.

In an attempt to combine high sensitivity
and robustness we created an approach where
we adapted the principle of wild-type blocking
(WTB)-PCR employing locked nucleotide acid
(LNA)-substituted oligonucleotides and the Taq
polymerase Stoffel fragment with allele-specific
(AS) quantitative real-time PCR (QPCR) applying
a two-step procedure. The procedure is described
in detail in the supplementary material. The
LNA-substituted —oligonucleotides ~demonstrate
a strong affinity for complementary sequences,
resulting in high melting points, and allowing
a LNA oligonucleotide to discriminate a 1bp
difference between templates.® 7 In order to allow
LNA-substituted oligonucleotides to block amplifi-
cation of wild-type DNA, it was necessary to apply
a mutated form of Taq polymerase (Stoffel frag-
ment) that lacks intrinsic 5—3" exonuclease
activity.

Employing the Stoffel fragment, the LNA oligo-
nucleotides and an appropriate primer, we
performed PCR (amplicon of 232 nt) and stopped
the reaction after 15 rounds to remain in the expo-
nential phase of amplification. Henceforward, the
wild-type:JAK2 p.V617F ratio had turned in favour
of the mutated region. The amplified PCR product
then was adopted in a nested duplex QPCR assay
employing AmpliTaq DNA polymerase and fluo-
rescent-labelled TagMan minor grove binder probes
for the JAK2 wild-type and the region harbouring
the specific point mutation (table 1). After 40
rounds of PCR, amplification of the wild-type and/
or the point mutation was visualised on a MX3000p

J Clin Pathol 2010;63:370—372. doi:10.1136/jcp.2009.069773
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