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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Systemische Mastozytose

1.1.1 Herkunft, Entwicklung und Funktion der Mastzelle

Im Jahr 1879 entdeckte Paul Ehrlich die Mastzelle.! Die Vermutung Ehrlichs, dass die
Granula im Zellinneren durch ,Ubererndhrung“ entstehen, fiihrte zur Namensgebung
der ,Mastzelle”. In den 1950er Jahren wurde diese These widerlegt, als man
herausfand, dass die Granula der Mastzellen Heparin 2 und Histamin 3 enthalten.
Daraus folgerte man, dass Mastzellen eine wichtige Rolle bei anaphylaktischen
Reaktionen spielen. Heute weil® man, dass die Mastzellen nicht nur Heparin und
Histamin ausschitten, sondern durch die Synthese verschiedener Zytokine,
Chemokine und Wachstumsfaktoren 47 an vielfaltigen immunologischen Prozessen
beteiligt sind und eine entscheidende Rolle bei der angeborenen und erworbenen
Immunantwort spielen. 8 1977 konnten Kitamura et al. zeigen, dass Mastzellen im
Knochenmark (KM) gebildet werden. ° In den 90er Jahren folgte die Erkenntnis, dass
Mastzellen zur myelomonozytaren Zelllinie gehdren und sich, wie alle myeloischen
Zellen, aus pluripotenten, CD34-positiven (CD34*) hamatopoetischen Stammzellen
entwickeln. 1% 1" Die Vorlauferzellen der Mastzelle weisen die Oberflachenmarker
CD34 und CD117 auf (CD34* und CD117*). '° Sie halten sich entweder im KM auf
oder zirkulieren im peripheren Blut (PB). Im Gewebe differenzieren sie durch
verschiedene Wachstumsfaktoren, vor allem durch den stem cell factor (SCF) sowie
Zytokine und Interleukine, zu reifen Mastzellen. Die reifen Mastzellen sind
gewebegebunden und in allen vaskularisierten Organen in unterschiedlicher Quantitat

zu finden, zirkulieren jedoch nicht im PB. 10.12.13
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1.1.2 Klassifikation

Mastozytosen sind seltene, heterogene Erkrankungen, welche durch Entartung
hamatologischer Vorlauferzellen im KM entstehen und zu unkontrollierter
Mastzellproliferation und zur Akkumulation von Mastzellen in verschiedenen
Organsystemen fihren. Zunachst wurde die kutane Form der Mastozytose als
dermatologische Erkrankung mit pigmentierten makulopapulésen Effloreszenzen als
Urtikaria pigmentosa beschrieben. * Die systemische Form, mit welcher sich die
vorliegende Arbeit beschaftigt, wurde erstmals 1949 entdeckt. '® Sie zeichnet sich
durch die Ansammlung klonaler Mastzellen in einem oder mehreren Organen aus und
fuhrt so zu sehr variablen klinischen Auspragungen. 6 17 Seit 2016 wird die
systemische Mastozytose (SM) aufgrund distinkter klinischer und pathologischer
Merkmale nicht mehr unter den myeloproliferativen Neoplasien, sondern als eigene
Krankheitsentitat unter den myeloischen Neoplasien gefiihrt. '8 Die SM wurde im Jahr
1979 das erste Mal systematisch in Subtypen klassifiziert. ' Seitdem wurde die
Klassifikation mehrmals Gberarbeitet. Die aktuell glltige Klassifikation stammt aus dem
Jahr 2022 und ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Mastozytose

Kutane Mastozytose (CM)
a. Urticaria pigmentosa (UP)/makulopapuldse kutane Mastozytose (MPCM)
b. Diffuse kutane Mastozytose (DCM)

c. Mastozytom der Haut

Systemische Mastozytose (SM)

a. Indolente systemische Mastozytose (ISM)

b. Schwelende (smoldering) systemische Mastozytose (SSM)

c. Systemische Mastozytose mit assoziierter hamatologischer Neoplasie (SM-AMN)
d. Aggressive systemische Mastozytose (ASM)

e. Mastzellleukamie (MCL)

Mastzellsarkom (MCS)

Tabelle modifiziert nach Arber et al., 2022 %°
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1.1.3 Epidemiologie

Die SM ist eine seltene Erkrankung. Uber einen Beobachtungszeitraum von 9 Jahren
wurde in der Metropolregion Rhein Neckar mit 2,4 Millionen Einwohnern eine Inzidenz
von 2 Personen pro Jahr und eine Pravalenz von 4,6 pro 100.000 Einwohnern
errechnet. Auf ganz Deutschland bezogen betrug die Inzidenz 68 Personen pro Jahr
bei ca. 82,8 Millionen Einwohnern und die Pravalenz 5,2 pro 100.000 Einwohner. Das
Verhaltnis von Mannern zu Frauen betrug 2:1. Die Lebenserwartung war abhangig
vom Subtyp, dem Geschlecht und dem Alter bei Diagnosestellung. 2! Mastozytosen
sind meist erworben, in seltenen Fallen ist jedoch eine familiare Haufung beobachtet
worden. 2?2 Sowohl Kinder als auch Erwachsene kénnen betroffen sein. Wahrend sich
die Erkrankung bei padiatrischen Patient*innen meist auf die Haut (kutane
Mastozytose, CM) beschrankt 22 und oft spontan regressiv ist 24, ist bei Erwachsenen

die chronische SM mit Beteiligung des Knochenmarks die haufigste Auspragungsform.
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1.1.4 Diagnosekriterien der SM

Die Diagnosekriterien sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Tabelle 2: Diagnosekriterien der systemischen Mastozytose

Hauptkriterium
a. Histologischer Nachweis multifokaler, dichter Infiltrate von Mastzellen im KM oder in

einem extramedullaren Organsystem (= 15 Mastzellen in entsprechenden Aggregaten)

Nebenkriterien

a. > 25 % aller Mastzellen im kompakten Infiltrat des KM-Ausstriches weisen einen
atypischen Phanotyp auf (spindelférmig oder unreif)

b. Detektion der KIT D816V Punktmutation oder anderer aktivierender (gain-of-function)
KIT-Mutationen im KM, PB oder in anderen Organen

c. Mastzellen im Knochenmark, Blut oder extramedullaren Organsystem exprimieren einen
aberranten Immunphanotyp: CD25, CD 30 und/oder CD2

d. Serumtryptase-Spiegel Uberschreitet 20 ng/ml. Bei Vorliegen einer SM-AMN zahlt die

Serumtryptase nicht als Nebenkriterium.

B-findings (borderline benign)

a. > 30 % Mastzellinfiltration in Knochenmarksbiospien und Serumtryptase-Spiegel > 200
ng/mi

b. Zeichen einer Dysplasie oder Proliferation, nicht ausreichend fiir die Diagnose einer
AMN

c. Organomegalie und/oder Lymphadenopathie ohne Funktionseinschrankung

C-findings (consider cytoreduction)

a. Zytopenien (2 1) im Blutbild (ANC < 1,0x10° /L, Hb < 10 g/dL oder Thromboyzten <
100x10° /L)

b. Palpable Hepatomegalie mit Leberfunktionsstérung, Aszites und/oder portaler
Hypertension

c. Palpable Splenomegalie mit assoziiertem Hypersplenismus

d. Gastrointestinale Mastzellinfiltration mit Malabsorption und Gewichtsverlust

e. Skelettale Beteiligung mit grol3en Osteolysen und/oder pathologischen Frakturen

Abkiirzungen: AMN, assoziierte myeloische Neoplasie; ANC, Gesamtzahl neutrophiler
Granulozyten (engl. absolute neutrophil count); Hb, Hamoglobin; KM, Knochenmark.
Tabelle modifiziert nach Arber et al, 2022

Zur Diagnosestellung der SM missen mindestens ein Hauptkriterium und ein
Nebenkriterium oder drei Nebenkriterien erflllt sein. Liegen lediglich Haupt- und

Nebenkriterien, keine AMN und keine B-findings vor, so spricht man von einer

4
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indolenten systemischen Mastozytose (ISM). Diese stellt mit ca. 90% die haufigste
Form der Erkrankung dar. 2° Die fortgeschrittenen Formen der Erkrankung (AdvSM)
umfassen die aggressive SM (ASM), die Mastzellleukdmie (MCL) und die SM mit

assoziierter myeloischer Neoplasie (SM-AMN). 26

Tritt eine AMN auf, ist diese myeloischen Ursprungs, z.B. myelomonozytare Leukamie
(CMML), myelodysplastische Syndrome (MDS), myeloproliferative Neoplasien (MPN),
oder die chronische Eosinophilenleukdmie (CEL). 272° Zusatzlich zu den
diagnostischen Kriterien der SM mussen bei der SM-AMN die jeweiligen
Diagnosekriterien der AMN erflllt sein. Die AMN muss, wie bei alleinigem Vorkommen,

vollstandig durch zusatzliche Diagnostik klassifiziert werden.

Die sogenannten C-findings sind Zeichen von Organdysfunktionen und damit auch
Zeichen einer aggressiven Form der Erkrankung. Bei Vorliegen mindestens eines C-
findings kann die Diagnose einer ASM gestellt werden. 3° Die aggressivste Form der
SM ist die Mastzellleukdmie. Diese ist definiert durch mehr als 20 % Mastzellen im
Knochenmarkausstrich, C-findings sind nicht erforderlich, liegen jedoch haufig vor. 30
Der Begriff B-findings steht fur ,borderline benign®, also grenzwartig benigne. Sind
zusatzlich zu Haupt- und Nebenkriterien mindestens zwei B-findings erfullt, kann die
Diagnose einer schwelenden SM (SSM) gestellt werden, welche eine Ubergangsform

zwischen indolenter und AdvSM darstellt. 30

1.1.5 Klinik, Therapie und Prognose

Die SM zeigt klinisch ein heterogenes Bild. Bei der ISM sind die Folgen der Freisetzung
von Histamin und Heparin als Mastzellmediatoren fluhrend. Es kommt zu
anaphylaktischen Reaktionen, Diarrhéen, Flush, Pruritus, Nahrungsmittelunver-
traglichkeiten und Osteoporose mit pathologischen Frakturen. 3' Bei der SM-AMN
kommt es je nach Form der assoziierten Neoplasie zu Veranderungen des Blutbildes
(u.a. Eosinophilie, Monozytose). Die Klinik der ASM ergibt sich als Folge der
Organdysfunktionen (siehe C-findings). Es kommt unter anderem zu Aszites,
hypalbuminamischen Odemen, Gewichtsverlust durch Malabsorption und Knochen-

schmerzen sowie pathologischen Frakturen durch osteolytische Lasionen. 32

Die Prognose der SM ist vor allem vom Subtyp der Erkrankung abhangig. 32 Wahrend

das Gesamtiberleben bei Patient*innen mit ISM im Vergleich zu gesunden
5
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Kontrollgruppen nicht reduziert ist 27- 34, ist die Prognose bei Patient*innen mit AdvSM

zwar heterogen, aber insgesamt deutlich schlechter. 27-34-36

Negativ beeinflusst wird die Prognose bei der AdvSM durch eine erhohte alkalische
Phosphatase (AP), Mutationen im sogenannten S/A/R Gen-Panel (SRSF2, ASXL1,
RUNX1) und einen ungiinstigen Karyotyp. 37-3° Bei der SM—AMN st die assoziierte
AMN prognoseentscheidend. 28 Bei KIT D816V-positiven Patient*innen ist zudem die
Allellast auf DNA-Ebene prognostisch relevant. 4° Wichtig flr die Prognose ist daher
die genaue molekulargenetische, zytogenetische und klinische Charakterisierung der

Erkrankung.

Aufgrund des sehr heterogenen Charakters der SM erfolgt die Therapie nach
individueller Abwagung je nach Allgemeinzustand des*r Patient*in, der klinischen
Symptomatik, dem Subtyp, der Organdysfunktion und den nachgewiesenen
molekularen Markern. Wahrend bei der ISM symptomatische Therapien mit u.a. H1-
und H2-Blockern und Mastzellstabilisatoren ausreichend sind, ist bei den AdvSM eine
zusatzliche zytoreduktive Therapie notwendig. Bis 2016 kam vor allem das
Purinanalogon  Cladribin  als  Erstlinientherapie  zur  Anwendung. Der
Multikinaseinhibitor Midostaurin, welcher 2016 in den USA und 2017 in Europa
zugelassen wurde, zeigte in einem statistisch optimierten, retrospektiven Vergleich zur
Therapie mit Cladribin jedoch eine Verbesserung des Gesamtlberlebens. 4! Eine
weitere neuere Substanz, welche in Europa seit Marz 2022 zugelassen ist, ist der
Tyrosinkinaseinhibitor Avapritinib. Die einzige kurative Therapieoption bleibt die
allogene Stammzell-Transplantation. Eine Uberarbeitung der therapeutischen

Algorithmen findet stetig statt.

1.2 Rezeptortyrosinkinasen

1.2.1 Genetik der Rezeptortyrosinkinasen

Alle Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache spezifische Rezeptoren, um Signale durch
extrazellulare Botenstoffe empfangen zu kdnnen. Eine bestimmte Gruppe dieser
Rezeptoren sind Rezeptortyrosinkinasen. Diese vermitteln unter anderem Signale,
welche die Zellproliferation und -differenzierung sowie das Uberleben einer Zelle
beeinflussen. Bisher sind 4 Typen (Typ | — IV) von Rezeptortyrosinkinasen bekannt,
welche sich anhand ihres Aufbaus und ihrer Proteinstruktur unterscheiden.
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1.2.2 CD117/KIT

Mastzellen und ihre hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimieren eine
transmembran verlaufende Typ Il Rezeptortyrosinkinase namens KIT oder auch
CD117. 4243 KIT wurde erstmals 1986 als v-kit (virales kit), als Onkogen, welches von
einem Sarkom-induzierenden Retrovirus exprimiert wird, beschrieben. 4 Die
Aminosaurestruktur des Onkogens dieses Retrovirus ahnelte stark der schon zuvor
bekannten Struktur anderer Rezeptortyrosinkinasen. Kurze Zeit spater wurde c-kit, das
zellulare Homolog von v- kit, erstmals als Rezeptortyrosinkinase identifiziert. 45 Die
strukturelle Ahnlichkeit von c-kit mit dem Rezeptor fiir macrophage growth factor (CSF-
1) und dem platelet derived growth factor (PDGF) liel® vermuten, dass es sich bei c-kit
auch um einen Wachstumsfaktorrezeptor handelt. Unklar blieb jedoch zunachst,
welcher Ligand fur die Aktivierung von c-kit verantwortlich ist. Diese Frage konnte
kurze Zeit spater beantwortet werden. 1990 wurde SCF als Ligand flr c-kit identifiziert.
46 SCF kann entweder von Stromazellen auf ihrer Oberflache exprimiert werden, oder
als I16sliches Molekiil vorliegen. 47- 48 Die Aktivierung von c-kit durch SCF fiihrt zur
Ausreifung und Differenzierung der Zellen #°. So stellt KIT einen notwendigen Schritt
in der Entwicklung und Differenzierung der Mastzellen und ihrer Vorlauferzellen, sowie

in der Migration der Mastzellen in ihr Zielgewebe, dar. 12 %0

Auch erythrozytare, leukozytare und megakaryozytare hamatopoetische
Vorlauferzellen sowie intestinale Cajal-Zellen und Keimzellen exprimieren KIT, so dass
KIT allgemein eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Differenzierung

hamatologischer und anderer Zellen spielt. 5 52

1.2.2.1 Genetik und Aufbau von CD117/KIT

Das Gen, welches fur KIT codiert, befindet sich beim Menschen auf dem langen Arm
von Chromosom 4 (4q12). 4> Die molekulare Masse des Translationsproduktes betragt
145kDa %3 % und der Rezeptor besteht aus 976 Aminosauren und 21 Exons. #°

Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung des KIT-Rezeptors.

Der KIT-Rezeptor besteht aus zwei Rezeptormonomeren, die bei Aktivierung

dimerisieren. Ein Rezeptormonomer lasst sich in drei Bereiche gliedern, einen C-

7
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terminalen intrazellularen, einen transmembranen und einen N-terminalen

extrazellularen Anteil.

Der extrazellulare Teil enthalt die Bindungsstelle fir den Liganden SCF und besteht
aus insgesamt finf Immunglobulin-ahnlichen Domanen. 5% % Wahrend die ersten drei
Immunglobulin-dhnlichen Domanen SCF binden, unterstitzen die vierte und flnfte
Domane zunachst die Dimerisierung des Rezeptors bei Aktivierung und dienen spater
der Stabilisierung der Dimere. %5 5761 Die fiinfte Immunglobulin-dhnlichen Domane ist

zudem an der proteolytischen Spaltung des Rezeptors von der Zelloberflache beteiligt.
62

Die transmembrane Domane besteht aus 23 vorwiegend hydrophoben Aminosauren

und verankert so den Rezeptor in der Membran.

Der C-terminale intrazellulare Anteil des Rezeptors besteht aus zwei Anteilen, der
Juxtamembrandomane und der Tyrosinkinasedomane. Die Juxtamembrandomane
enthalt alphahelikale Elemente, welche als Bindungsstelle fur eine Vielzahl von
Signalproteinen  dienen und eine  autoinhibitorische  Wirkung  durch

Herunterregulierung der Tyrosinphosphorylierung entfalten. 63-66

Die Tyrosinkinasedomane ist durch ein Kinaseinsert in 2 Teile aufgeteilt und enthalt
eine ATP-Binderegion und eine Phosphotransferasedomane. Sie stellt das Bindeglied
zwischen Rezeptor und Signalmolekilen mit dem Rezeptor assoziierter downstream

pathways dar und ist somit entscheidend fiir die Signaltransduktion. €7

1.2.2.2 Aktivierung und downstream-Pathways von CD 117/KIT

Zur Aktivierung des Rezeptors bindet SCF kovalent gleichzeitig an den extrazellularen
Anteil von zwei Rezeptormonomeren. ¢! Daraufhin kommt es zur Dimerisierung der
Rezeptormonomere. 58 80 Hierdurch liegen der transmembrane und der intrazelluléare
Teil des Rezeptors naher aneinander, so dass die Transphosphorylierung der
Tyrosinreste  vereinfacht stattfinden kann. % 6 Als erstes wird die
Juxtamembrandomane phosphoryliert, wodurch ihre autoinhibitorische Wirkung aul3er
Kraft gesetzt wird 8. Weitere Phosporylierungen fihren zu Konformationsanderungen
und zur Aktivierung der intrinsischen  Tyrosinkinasedomane. 9 Die
Autophosphorylierung weiterer Tyrosinreste ermdglicht dann das Andocken von

Adaptermolekilen (mit Src homology 2 (SH2) domains) an die Tyrosinkinasedoméane
8
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oder das Kinaseinsert. Beteiligte Proteine sind zum Beispiel die PI3 Kinase %, Grb2
sowie Grb7. 8 Uber diese Adaptermolekiile werden verschiedene intrazelluldre
Signalkaskaden zum Beispiel der ,Mitogen-Activated Protein Kinase® (MAPK)
Signalweg, Pathways der Januskinase (JAK) oder der ,Signal Transducer and
Activator of Transcription“ (STAT) Signalweg "' in Gang gesetzt, welche letztendlich

zur Proliferation, Differenzierung und Apoptoseresistenz der Zellen fiihren. €°
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des KIT-Rezeptors und seiner Funktionsweise

a. Zwei Rezeptormonomere im inaktiven Zustand sind dargestellt. Extrazellular befinden sich
funf Immunglobulin-dhnliche Domanen, intrazellular sind zwei Tyrosinkinasedomanen,
sowie die Juxtamembrandomane dargestellt.

b. Zwei dimerisierte Rezeptormonomere nach Bindung von SCF sind dargestellt.
Phosphorylierte Tyrosinreste an der TK-D des Rezeptors fungieren als Bindungsstellen fur
Adaptermolekile, welche downstream-Signalkaskaden uber STAT, JAK oder MAPK
in Gang setzen

Roter Blitz: Darstellung der D816V-Mutation in Exon 17 des KIT-Gens
Abkurzungen: JM-D, Juxtamembrandomane; TK-D, Tyrosinkinasedomanen; SCF, Stem Cell
Factor; JAK, Januskinase; MAPK, MAP-Kinase; STAT, Signal traducer and activator of
transcription; lg, Immunglobulin-ahnliche Domane; P, Phosphorylierte Tyrosinreste

1.2.3 Mutationen in KIT

Da eine kontinuierliche, fehlgeleitete Aktivierung von KIT zu einer unkontrollierten
Proliferation und somit zur Entartung der Mastzellen fuhrt, wird das Gen, welches flr
den KIT-Rezeptor codiert, als Proto-Onkogen bezeichnet. Bisher sind einige
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somatische Punktmutationen und in-frame Deletionen/Insertionen in diesem Gen
bekannt, welche im Sinne einer ,Gain of function“-Mutation zu einer dysregulierten
ligandenunabhangigen Aktivierung des Rezeptors und so zu einer Veranderung der
Signalweiterleitung durch den KIT-Rezeptor fiihren. 7276 Durch diese Mutationen wird
das Proto-Onkogen KIT zu einem aktiven Onkogen, welches zur neoplastischen
Transformation der KIT exprimierenden Zellen filhren kann. 77 Aufgrund des
unterschiedlichen Mechanismus, welcher zur ligandenunabhangigen Aktivierung des
KIT-Rezeptors fihrt, lassen sich zwei Formen von KIT-Mutationen unterscheiden. 7@
Beim regulatorischen Typ, welcher zum Beispiel bei gastrointestinalen Stromatumoren
aber auch bei Mastzellneoplasien zu finden ist 781, liegen Mutationen im Exon 11 und
9 vor. Diese Mutationen fuhren durch die veranderte Struktur einer amphiphatischen
Alphahelix  zu einer  verminderten  Aktivitdt der  autoinhibitorischen
Juxtamembrandomane, welche normalerweise bei fehlender Bindung des Liganden
die enzymatische Funktion der Tyrosinkinasedomane unterdriickt. 6 78 Fallt die
Autoinhibition durch die Juxtamembrandomane weg, kommt es zur standigen
ligandenunabhangigen Autophosphorylierung und damit zur Aktivierung oben
beschriebener Signalkaskaden. Beim zweiten Typ, dem ,enzymatic pocket type®,
welcher bei der SM zu finden ist, ist die Mutation im Exon 17 lokalisiert und fihrt zu
einer veranderten Struktur des ,activation loops“ am Eingang zur enzymatischen
pocket an der Tyrosinkinasedomane des Rezeptors. Hierdurch kommt es zur
dauerhaften ligandenunabhangigen Aktivierung der Tyrosinkinasedomane und auch
hier als Folge zur konstitutiven Autophosphorylierungen und zur Ingangsetzung der

downstream Signalkaskaden.

1.2.3.1 KIT D816V Mutation

In Uber 90 % der Falle konnen bei der SM Mutationen im activation loop der
Tyrosinkinasedomane von KIT, d.h. ,enzymatic pocket Iloop“ Mutationen
nachgewiesen werden. Am haufigsten ist die KIT D816V Mutation, welche bei tber 80
% der Patient*innen mit SM zu finden ist. 8 Hierbei kommt es durch eine
Punktmutation (Substitution der Base Adenin durch Thymin an Position 7176 der
genomischen DNA im KIT-Gen) zu einem Aminosaureaustausch (Asparagin - Valin)
im Codon 816 (D816V). "® Die Mutation fiihrt zu Konformationsédnderungen im

activation loop der Tyrosinkinasedomane und daher, wie oben beschrieben, zur
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dauerhaften Ingangsetzung der downstream Signalkaskaden. Es kommt zur
unkontrollierten Proliferation und Degranulation, sowie zur gestérten Apoptose und
Migration der Mastzellen. 8- 8385 Dje KIT D816V Mutation hat zudem therapeutische
Relevanz, da sie zu einer Resistenz gegen den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib fuhrt,
welcher bei Patient*innen mit KIT D816V Mutation keine therapeutische Option

darstellt.

1.3 Molekulargenetische Detektionsmethoden

1.3.1 Historie molekulargenetischer Detektionsmethoden bis zur PCR

Heutzutage spielen die Sequenzierung von DNA und der spezifische Nachweis von
Mutationen mittels molekulargenetischer Detektionsmethoden eine grof3e Rolle bei der
Diagnostik, Klassifizierung und Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen. Die ersten
Nachweismethoden fir DNA und RNA wurden in den 1970er und 80er Jahren als Blot-
basierte Verfahren entwickelt (Abbildung 2). Beim Southern Blot wird DNA
gelelektrophoretisch aufgetrennt und dann auf ein Nitrocellulosegel geblottet, wo
spezifische DNA- Abschnitte mittels radioaktiver Sonden nachgewiesen werden
konnen 8. Der Northern Blot funktioniert nach demselben Prinzip fir RNA. & Mit
diesen Methoden lassen sich zwar spezifische DNA- und RNA-Molekille nachweisen,
jedoch werden grof3e Mengen bendtigt. Das Blotting ist mit einem Zeitaufwand von
mehreren Tagen bis Wochen verbunden und die Spezifitdat des Nachweises ist vor
allem aufgrund der Technik des Nachweises mittels radioaktiver Sonden oft limitiert,
da die Sonden auch an DNA-Abschnitte binden, welche eine ahnliche Basensequenz

aufweisen wie die Zielsequenz. 8

1986 wurde erstmals die Polymerase Kettenreaktion (PCR), ein Verfahren zur in-vitro
Amplifikation von DNA beschrieben. 8 Hierbei wird in wiederholt ablaufenden Zyklen,
bestehend aus den 3 Phasen Denaturierung, Annealing und Elongation, DNA durch
eine  DNA-Polymerase vervielfaltigt. Die PCR stellte im Hinblick auf
molekulargenetische Detektionsmethoden einen Durchbruch dar, da sie es ermoglicht,
kleinste Mengen an DNA im Pico- und Nanogramm-Bereich selbst ausgehend von
einem einzigen DNA-Molekl zu vervielfaltigen und nachzuweisen. %-°2 Zudem wurde
es moglich, mehrere Proben und auch mehrere Genloci in einem PCR-Ansatz

gleichzeitig, automatisiert und in kiirzester Zeit zu vervielfaltigen. %
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1.3.2 Prinzip der PCR

Die Polymerase Kettenreaktion ist wie in Punkt 1.3.1 beschrieben ein Verfahren zur
exponentiellen Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten, welches in vitro und in Zyklen
ablauft. Die zu amplifizierenden DNA-Abschnitte werden auch DNA-templates oder
targets genannt. Kennt man die Basensequenz einer DNA oder cDNA, so kann man
spezifisch bindende kurze Oligonukleotide, sogenannte Primer, herstellen, welche
komplementar an die DNA bzw. cDNA binden und so einen Bereich flankieren, der
amplifiziert werden soll. Der Primer, der am 3'-Ende des zu amplifizierenden DNA-
bzw. cDNA-Stranges bindet, wird als Vorwarts (Forward)-Primer bezeichnet. Den
Primer, der am 5'-Ende bindet, nennt man Ruckwarts (Reverse)-Primer. Sobald die
Primer komplementar an die DNA bzw. cDNA gebunden haben, kann eine DNA-
Polymerase die fehlenden Nukleotide zwischen den beiden Primern anheften und so
einen ganzen komplementaren DNA-Strang synthetisieren.

Die PCR lauftin Zyklen ab. Jeder Zyklus beinhaltet dabei drei Schritte. Der erste Schritt
ist die Denaturierung. Hier werden durch hohe Temperaturen (95°C) die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden komplementaren DNA- bzw.
cDNA-Strangen gespalten. Ubrig bleiben zwei Einzelstrange, an die die
sequenzspezifischen Primer andocken konnen. Dies geschieht im zweiten Schritt, dem
Annealing. Die optimale Temperatur fur das Annealing hangt von der
Basenzusammensetzung der Primer ab. Cytosin und Guanin bendtigen hdhere
Temperaturen als Adenin und Thymin (A/T =2 °C; C/G =4 °C pro Base). So lasst sich
anhand der Basenzusammensetzung die Schmelztemperatur (Tm) des spezifischen
Primers und im nachsten Schritt die optimale Annealing-Temperatur errechnen,
welche meist zwischen 45 und 65 °C liegt. Der dritte Schritt der PCR ist die Elongation.
Hierbei wird die Temperatur auf 72°C erhoht, so dass die Tag-Polymerase an das
3'OH - Ende des Forward Primers binden und die im Reaktionsgemisch vorhandenen
Desoxynukleotide in 5° - 3'-Richtung einbauen kann. Je nach Lange des zu
amplifizierenden DNA-Abschnittes wird die Elongationszeit angepasst. Nach der
Elongationsphase beginnt ein neuer PCR-Zyklus mit einer neuerlichen Denaturierung.
Da sich bei optimaler Effizienz der PCR mit jedem neuen Zyklus die Anzahl des zu
amplifizierenden DNA-Abschnittes verdoppelt, spricht man von einer exponentiellen

Vermehrung der DNA-Abschnitte. Durch die Akkumulation des Produktes und limitierte
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Mengen an Primern, Tag-Polymerase und dNTPs kommt es nach einer variablen
Anzahl an PCR-Zyklen zu einer Plateauphase, in der keine exponentielle Vermehrung
der DNA mehr stattfindet.

1.3.3 Erste Weiterentwicklungen der PCR

Die PCR als molekulargenetische Detektionsmethode wurde seit ihrer ersten
Beschreibung vielfach weiterentwickelt und mittlerweile existieren viele verschiedene
Varianten der Methode. Die erste Weiterentwicklung war der Ersatz der nicht
hitzestabilen DNA-Polymerase durch ein hitzestabiles Enzym, die Taqg-Polymerase,
isoliert aus dem Bakterium Thermus aquaticus. %3 % Dies ermdglichte es, die Reaktion
bei hdheren Temperaturen ablaufen zu lassen, was eine bessere Effizienz, Spezifitat
und Sensitivitat der Methode mit sich brachte. °' Zudem musste die DNA-Polymerase
nicht mehr nach jedem PCR-Zyklus ausgetauscht werden, was den Arbeits- und
Zeitaufwand deutlich reduzierte und es ermdoglichte, automatisierte Thermocycler-
Systeme zu entwickeln. Da das Ergebnis der PCR maldgeblich von der Qualitat der
synthetisch hergestellten Oligonukleotide als Primer abhangt, war zudem die
Entwicklung einfach zu bedienender Maschinen zur Herstellung und die Mdglichkeit

des kommerziellen Erwerbs von Oligonukleotiden ein wichtiger Schritt. 9

1.3.4 Quantitative PCR

Bei der herkdbmmlichen PCR ist lediglich eine rein qualitative Aussage uber das
Vorhandensein oder nicht Vorhandensein einer bestimmten Mutation oder eines Gens
moglich. Da es vor allem fur Genexpressionsanalysen oder infektiologische
Fragestellungen wichtig ist, eine quantitative Aussage uber die Menge an eingesetzter
DNA oder cDNA machen zu kdonnen, wurden schon bald nach der Erstbeschreibung
der PCR-Methode quantitative PCR-Methoden entwickelt. Eine Quantifizierung der

DNA kann Uber verschiedene Wege vorgenommen werden.

Die am haufigsten verwendete Methode ist die kinetische Methode, bei der die
Verdinnungsreihe einer internen Kontrolle mit dem eigentlichen target koamplifiziert
und anschlieBend anhand der Mengen an interner Kontrolle wahrend der
exponentiellen Phase der PCR eine Standardkurve berechnet wird. Anhand dieser

kann eine relative Quantifizierung des targets vorgenommen werden. %-192 Bej dieser
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Methode kann im Vergleich zur Endpoint-Methode, bei der nach einer bestimmten
Anzahl an Zyklen lediglich die Menge des Amplifikationsproduktes gemessen wird, die
Effizienz der PCR berechnet und die Menge des eingesetzten targets genauer
bestimmt werden. Als interne Kontrolle konnen entweder Referenz/housekeeping-
Gene wie beta 2 Mikroglobulin, Aktine, die Dihydrofolatreduktase oder die
Glyceraldehydreduktase, welche in konstanter Menge ubiquitar in Zellen exprimiert
werden 103104 oder andere in vitro hergestellte zum Beispiel in Plasmide geklonte
Gensequenzen verwendet werden. 105197 Der Vorteil der in vitro hergestellten
Gensequenzen besteht darin, dass man Sequenzen verwenden kann, die durch die
gleichen Primer wie das template amplifiziert werden und einen ahnlichen Anteil an
Guanin und Cytosin sowie eine ahnliche Lange besitzen. So kdnnen Fehler durch
unterschiedlich effiziente Primer vermieden werden. Zudem kann die Expression von
housekeeping Genen variieren, weshalb sie vor allem fir den quantitativen Nachweis

von RNA durch RT-PCR als interne Kontrolle nicht immer geeignet sind. 108, 10°

Bis zur Entwicklung der real-time PCR fand die eigentliche Quantifizierung der DNA
erst nach der PCR durch Gelelektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid, Blotting
mit Hybridisierung oder Kapillarzonenelektrophorese statt. 11912 Dies stellte einen
erheblichen Arbeits- und Zeitaufwand dar und barg das Risiko von Carry-Over-
Kontamination der Proben, so dass die PCR noch nicht als Routinemethode zur
klinischen Diagnostik, sondern lediglich zu Forschungszwecken eingesetzt werden

konnte.

1.3.5 Quantitative real-time PCR (qPCR)

1992 wurde erstmals eine real-time PCR-Methode (qPCR) beschrieben, bei der schon
wahrend der PCR durch Zugabe von Ethidiumbromid anhand von Fluoreszenz-
signalen ein qualitativer Nachweis von DNA gelang. ''® Dabei interkaliert
Ethidiumbromid mit DNA und erzeugt ein Fluoreszenzsignal. Der Nachteil hierbei
bestand darin, dass es die DNA nicht spezifisch an einer bestimmten Stelle bindet und
dass es die Effizienz der PCR beeinflussen kann. Eine erste Methode zur quantitativen
Bestimmung von DNA in real time wurde 1996 beschrieben. 4 1% Hierbei wurde die
Quantifizierung anhand von Fluoreszenzsignalen, welche durch fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide, sogenannte Sonden, entstehen, vorgenommen. Die Sonden

hybridisieren spezifisch mit dem zu amplifizierenden DNA-Abschnitt und generieren
14



Einleitung

ein Fluoreszenzsignal, welches die Menge an Amplifikationsprodukt widerspiegelt. Zu
Beginn ist das Signal schwach und kann nicht vom Hintergrundrauschen
unterschieden werden. Das Signal steigt exponentiell an und erreicht letztendlich
durch die sich erschopfende Menge an Primern, dNTPs oder Sonden eine
Plateauphase. Je nach Menge an urspringlich eingesetzter DNA erreicht das
Fluoreszenzsignal nach unterschiedlich vielen PCR-Zyklen einen Schwellenwert (Ct-
Wert). Die Quantifizierung wird anhand einer Standardkurve eines internen Standards
vorgenommen. Anhand der Standardkurve wird auch die Effizienz der PCR berechnet,
welche ein wichtiges Qualitatskriterium darstellt. Die Berechnung der Effizienz erfolgt
automatisch mittels der qPCR-Software. Hierbei werden die Ct-Werte der
Verdunnungsreihe des Standards logarithmisch gegen die Konzentrationen der
Verduinnungsreihe aufgetragen. Im Anschluss wird eine lineare Regressionskurve
erstellt und deren Steigung (slope) berechnet. Anhand der Formel E = 10 * (-1/slope)
wird die Effizienz der PCR berechnet, wobei 90 % als Mindestwert gilt. Ein weiterer
Parameter ist der Korrelationskoeffizient R?, welcher aussagt wie sich mittels des Ct-
Werts einer bestimmten Verdlnnungsstufe, der Ct-Wert einer anderen

Verdinnungsstufe vorhersagen lasst.

Die gPCR stellt auch heute noch, aufgrund ihrer Einfachheit, Geschwindigkeit,
Sensitivitat und Spezifitat die Grundlage der meisten quantitativen Bestimmungen von
DNA dar. Uber die Jahre wurden die Detektionssysteme fir Fluoreszenz und die PCR-
Assays weiterentwickelt, so dass die Sensitivitat und Spezifitat der Methode weiter
verbessert werden konnten. Genutzt wird die qPCR in der Medizin vor allem zur
Diagnostik und zum Therapiemonitoring bei infektiologischen und onkologischen
Fragestellungen, flir Genexpressionsanalysen (siehe Punkt 1.1.4), zur Detektion von
single nucleotide polymorphisms (SNPs) und zur Analyse chromosomaler
Aberrationen. Als Forschungsmethode spielt sie zudem eine wichtige Rolle in der
Landwirtschaft, Pharmakologie und Toxikologie, Biomedizin, Biotechnologie und

Mikrobiologie.

1.3.6 LightCycler- und TagMan

Zur Durchfiihrung und Auswertung einer gPCR bendtigt man einen Thermocycler, der
die Reaktion erhitzt und abkuhlt, eine Lichtquelle, ein Detektionssystem fur

Fluoreszenz und eine Software fur die Auswertung und Abbildung der
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Fluoreszenzsignale. Mittlerweile gibt es verschiedene Formen von Thermocyclern und
Techniken zur Erzeugung und Detektion von Fluoreszenzsignalen. Im Folgenden
sollen das LightCycler (LC)-System und das TagMan System naher erlautert werden,
da beide in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung kamen. Beide Systeme verwenden
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide, sogenannte Sonden, welche zur Erzeugung
von Fluoreszenzsignalen spezifisch mit der DNA hybridisieren. Im LC-System handelt
es sich um zwei Hybridisierungssonden, eine Donor- und eine Akzeptorsonde. Beide
Sonden hybridisieren wahrend der Annealingphase der PCR spezifisch an den zu
amplifizierenden DNA-Strang, die Donorsonde wird durch die Lichtquelle angeregt,
Ubertragt das Signal per FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) an die
Akzeptorsonde und dessen Signal wird detektiert. 1'® Zudem werden beim LC-System
Glaskapillaren und eine Thermokammer, in welcher Luft erhitzt und abgekuhlt wird,
verwendet. Im TagMan-System gibt es nur eine Sonde, eine Hydrolysierungssonde,
welche am 5°-Ende einen Reporter und am 3°- Ende einen Quencher-Farbstoff,
enthalt. Solange die Sonde intakt ist, wird das Signal des Reporters durch den
Quencher ausgeldscht. Die Sonde hybridisiert wahrend der Annealingphase spezifisch
mit dem target. Wahrend der Elongationsphase wird sie durch die 5- 3'-
Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase hydrolysiert, Reporter und Quencher
entfernen sich voneinander und ein Fluoreszenzsignal kann detektiert werden 7.
Beide Systeme haben ihre Vor- und Nachteile. Das LC-System bietet den Vorteil, dass
es sehr schnell erhitzen und abkuhlen kann, die PCR also schneller ablauft 8. Ein
Nachteil ist, dass hierbei zwei Sonden anstatt der einen wie beim TagMan benétigt
werden. Dies erhoht das Risiko unspezifischer Bindungen und macht das Design der
Sonden komplizierter, da jede einzelne Sonde spezifische Voraussetzung, z.B. im
Hinblick auf die Schmelztemperatur, erfullen muss. Weitere Unterschiede ergeben sich
durch die Computersoftware, welche die Analysen durchfihrt. Hier besteht der Vorteil
der TagMan-Software (ABI PRISM 7700 SDS) in einem hoheren Grad an
Automatisierung durch einen gleichbleibenden Algorithmus zur Quantifizierung. Dies
ist vor allem im Hinblick auf Routinediagnostik von Vorteil. Im Vergleich dazu bietet die

LC-Software mehr Flexibilitat und Geschwindigkeit. 119
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1.3.7 Digitale PCR

Zwei wesentliche Nachteile der qPCR bestehen darin, dass immer ein interner
Standard und die Berechnung der Effizienz der PCR fir die Quantifizierung bendtigt
werden. Beides birgt ein Fehlerrisiko. Die digitale PCR verzichtet auf den Einsatz von
Standards. Hierbei wird die Probe per Zufall, nach der Poisson-Verteilung, in ca.
20.000 kleinere Einheiten, sogenannte Partitionen, aufgeteilt, in denen die PCR mit
Sonden und Primern, analog der real time PCR ablauft. Nach Beendigung aller PCR-
Zyklen wird mittels eines Durchflusszytometers die Fluoreszenz in jeder einzelnen
Partition gemessen. War das farget in der Partition vorhanden, ist ein
Fluoreszenzsignal zu messen, die Partition ist positiv und bekommt die Nummerierung
,1% war das target nicht vorhanden ist keine Fluoreszenz messbar, die Partition ist
negativ und bekommt die Nummerierung , 0. Aufgrund der binaren Markierung der
Partitionen mit den Ziffern 0 und 1 nannte man die Methode digitale PCR. Die Anzahl
an positiven und negativen Partitionen wird gezahlt. Die Anzahl der target-Molekule
wird im Anschluss von der Software anhand der Poisson-Verteilung errechnet. Die
Effizienz der PCR spielt somit keine Rolle, da es sich um eine Endpoint-Messung

handelt. 120. 121

Sanger — Quantitativereal —time
Sequenzierung o PCR mit Next
Southern und QuantlFatlve fluoreszenzmarkierten Generation
Northern Blot end - point PCR Sonden Sequencing
1975/1980 1986 1989 1992 1996 1999 bzw. 2011 2004
1. Qualitative Quantitative real - Digitale PCR
PCR time PCR mit

Ethidiumbromid

Abbildung 2: Historie molekulargenetischer Detektionsmethoden

Der Zeitstrahl zeigt den zeitlichen Ablauf der nacheinander entwickelten molekulargenetischen
Detektionsmethoden, angefangen von den Blot-basierten Verfahren, Gber die verschiedenen
PCR-Methoden, bis hin zum Next Generation Sequencing.
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1.3.8 Messungen auf gDNA- und RNA/cDNA-Ebene

Auch RNA kann nach reverser Transkription als cDNA als template fur die real-time
PCR dienen. In diesem Fall spricht man von Reverse Transcription qPCR (RT-gPCR).
122124 Nur Gene, die tatsachlich exprimiert werden, liegen in Form von RNA vor. So
kann mittels RT-qPCR nicht nur das Vorhandensein genomischer DNA detektiert,
sondern auch eine Aussage uUber die Expression der Gene gemacht werden. Die
Expression von Genen kann Uber Microarrays oder Uber RT-qPCR analysiert werden.
Sollen nur einzelne Gene untersucht werden, ist die RT-gPCR den Microarrays im
Hinblick auf die Sensitivitat iberlegen. Geht es um komplexe Systeme und die Analyse
vieler Gene gleichzeitig, sind die Microarrays im Vorteil. Haufig werden sie vor der RT-
gPCR genutzt, um Gene zu identifizieren, die spater mit der RT-gPCR genauer
untersucht werden. Genexpressionsanalysen spielen zum einen eine Rolle beim
Monitoring biologischer Antworten auf verschiedene Stimuli z.B. fur das Immunsystem.
125,126 Zum anderen sind sie auch zunehmend relevant fur die Diagnostik und das
Monitoring maligner Erkrankungen. ¥ Die Allellast auf RNA/cDNA-Ebene, d.h. die
Expression mutierter Gene, wird hierbei als expressed allele burden (EAB) bezeichnet.
Die Allellast auf Ebene genomischer DNA (gDNA) wird als variant allele frequency
(VAF) bezeichnet. Ist der EAB erhoht, spricht das fur eine erhdhte transkriptionelle
Aktivitat und damit fUr eine starkere Aktivitat dieser Gene. Bei der SM korreliert der KIT
D816V EAB mit der Krankheitsaktivitat, dem Subtyp und daher auch mit dem
Gesamtiberleben. 12 Der Kennwert ist zudem hilfreich zum Monitoring der residual
disease nach Chemotherapie oder Allografting '?° und kann als unabhangiger Marker
fur das Ansprechen auf eine Therapie mit Midostaurin genutzt werden. 130 131 Dije
Entwicklung méglichst sensitiver und spezifischer Nachweismethoden flir den EAB ist
daher relevant fur die Prognose und das therapeutische Prozedere der SM. Auch bei
anderen myeloischen Neoplasien konnten Unterschiede der Mutationslevel auf gDNA
und cDNA-Ebene gefunden werden. Die Mutationslevel auf cDNA-Ebene waren
hierbei signifikant hoher als die auf gDNA-Ebene, was auf eine bessere Sensitivitat
dieser Assays hinweisen konnte und hervorhebt, dass es flr Prognose und Phanotyp
der Erkrankung einen Unterschied macht, ob auf gDNA- oder RNA/cDNA-Ebene
getestet wird. 32134 Ein Nachteil der Testung auf RNA/cDNA-Ebene besteht darin,
dass formalinfixierte Biopsien nicht oder nur schlecht fir die cDNA-Synthese genutzt
werden kdnnen, dass das Ergebnis sehr stark von der Qualitat der RNA abhangig ist

und die cDNA-Synthese einen Schritt vor der eigentlichen PCR darstellt, welcher
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fehlerbehaftet sein kann. 35 136 RNA ist instabiler als DNA und ihre Lagerung und
Aufarbeitung bedarf groter Sorgfalt und Genauigkeit. Aufgrund unterschiedlicher
optimaler Reaktionsbedingungen sind one-step RT-qPCRs, bei denen die reverse
Transkription und die real-time PCR in einem stattfinden, in der Regel weniger sensitiv.
137 Eine weitere Schwierigkeit bei Messungen auf RNA/cDNA-Ebene besteht darin,
dass die Expression von Genen auf einem komplexen Zusammenspiel aus
extrinsischen und intrinsischen Stimuli und darauffolgenden Signalkaskaden basiert.
Sie ist somit kontextabhangig und kann selbst zwischen Zellen des gleichen Typs stark

variieren.

1.4 Zielsetzungen der Arbeit

Die KIT D816V Mutation spielt eine wesentliche Rolle in der Pathophysiologie,
Diagnostik, Prognose und Therapie der SM (siehe 1.2.3.1). Ob auf gDNA-oder cDNA-
Ebene, der sensitive und spezifische Nachweis von KIT D816V ist fir die
Therapieplanung und das Therapiemonitoring von entscheidender Bedeutung. Gerade
weil die Mutationslevel bei der SM oft gering sind, sind konventionelle
Sequenzierungsmethoden, aufgrund ihrer geringen Sensitivitat, nicht geeignet. 138
Daher wurden sensitivere, PCR-basierte, Methoden entwickelt. 2% 13 140 Diese
werden kontinuierlich weiterentwickelt, da sich sowohl die Technologie als auch das
Wissen im Hinblick auf molekulargenetische Detektionsmethoden stetig verbessert. Es
bedarf regelmafiger Etablierung neuer PCR-Assays, welche dem aktuellen Stand der
Technik und des Wissens Uber die PCR-Methode Rechnung tragen. gDNA-basierte
quantitative Assays zum Nachweis der KIT D816V-Mutation sind aktuell weiter
verbreitet als RNA/cDNA-basierte Assays. '#!' Folglich existiert bisher eine
unzureichende Datenbasis zur Korrelation zwischen gDNA- und RNA/cDNA-basierten

quantitativen Auswertungsverfahren. 40 129, 142-144

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung einer auf der Tagman-
Methode basierenden real-time PCR zur Detektion von KIT D816V auf cDNA-Ebene.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Fragen, (i) inwiefern die KIT
D816V Allellast auf RNA/cDNA und gDNA-Ebene bei unterschiedlichen Subtypen der
SM miteinander korrelieren und (ii) ob sich anhand der KIT D816V Allellast auf
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RNA/cDNA-Ebene prognostische Aussagen im Hinblick auf das Gesamtliberleben

treffen lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Gerate Firma Firmensitz
Centrifuge 5404 R Eppendorf AG Hamburg, D
Centrifuge 5804 R Eppendorf AG Hamburg, D
Digital Vortex Mixer VWR International GmBH Darmstadt, D
Thermocycler Eppendorf AG Hamburg, D
Mastercycler
Heizblock Eppendorf AG Hamburg, D
(Thermomixer
compact)
Centrifuge 5417R Eppendorf AG Hamburg, D
Maxwell® 16LEV Promega Mannheim, D
Nanodrop® ND - 1000 | NanoDrop Wilmington, USA

Vi - Cell XR

Beckman Coulter GmbH

Krefeld, D

Falconrohrchen

VWR International GmBH

Darmstadt, D

Maxwell® 16LEV

TECAN Group

Mannedorf, CH

LightCycler® und 1.5

Roche

Mannheim, D

LightCycler®

Carsousel Centrifuge

Roche

Mannheim, D

Digital PCR Chip

Loader

ProFlex™ 2x96-well Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA
PCR System

QuantStudio™ 3D Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA
Digital PCR System

QlAcube Qiagen Hilden, D
QuantStudio™ 3D Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

sigma 1-14 centrifuge

SIGMA

Kawasaki, JPN

MicroAmp® Fast
optical 96-Well

Life Technologies GmbH

Darmstadt, D
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Reaction Platewith
Barcode (0,1ml)

Solution Baisins

Biologix

Lenexa, USA

microAmp™ optical
Adhesive Film

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

750 Fast Real Time
PCR System

Life Technologies GmbH

Darmstadt, D

Safe Lock
Reaktionsgefale 0,5

ml

Eppendorf AG

Hamburg, D

Multipipette mit 1ml

und 5ml Aufsatz

Eppendorf AG

Hamburg, D

3,5ml Transferpipette
(Pasteurpipette)

Eppendorf AG

Hamburg, D

1,5ml
Reaktionsgefale

(farblos) mit Deckel

Eppendorf AG

Hamburg, D

1,6ml
Reaktionsgefalle

(orange) mit Deckel

Eppendorf AG

Hamburg, D

2ml Reaktionsgefalle

mit Deckel

Eppendorf AG

Hamburg, D

50ml Reaktionsgefalie

Eppendorf AG

Hamburg, D

20ul, 100ul, 200 pl,
1000l und 5000yl
Pipette

Eppendorf AG

Hamburg, D

Filter Tips 10ul, 20ul,
100pl, 200ul,
1000u1,5000ul
(Pipettenspitzen)

Eppendorf AG

Hamburg, D

2ml Spitzen

Eppendorf AG

Hamburg, D

Eppendorf

Varispensor (max

Eppendorf AG

Hamburg, D
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2,5ml) mit brauner 0,5

| Schottflasche

1,5 ml Eppendorf

Reaktionsgefale

Eppendorf AG

Hamburg, D

Pipettierhilfe

Hirschmann-Laborgerate

Eberstadt, D

(Pipetus®)

Neubauer- Brand GmbH Wertheim, D

Zahlkammer

Laborfuge 400e Heraeus Hanau, D

Zentrifuge Mini star VWR International GmbH Darmstadt, D

Zentrifugeneinsatze Heraeus Hanau, D

Wasserbad (SW20C) | Julabo Labortechnik GmbH Seelbach, D
2.1.2 Chemikalien

Chemikalien Firma Firmensitz

TRIzol, Thermo Fisher Scientific, Inc. Darmstadt, D
gebrauchsfertig

RNAprotect Cell Qiagen Germantown, USA
Reagent

Chloroform (100 %)

Merck Chemicals GmbH

Darmstadt, D

Ethanol absolut;
vorgekuhlt: 100 %, 75
%

VWR International GmbH

Darmstadt, D

RNAsin Promega Mannheim, D

BSA, Molecular New England Biolabs GmbH Frankfurt am Main, D
Biology Grade 20

mg/ml

Nuclease Free Water

New England Biolabs GmbH

Frankfurt am Main, D

Tryptan Blue Solution

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

NEBuffer ™ Set

New England Biolabs GmbH

Frankfurt am Main, D

CutSmart Buffer

New England Biolabs GmbH

Frankfurt am Main, D

20 x TE Puffer

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D
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GIT (Guanidine Merck Taufkirchen, D
thiocyanate)

2.1.3 Plasmide
Plasmid Details Firmensitz
KIT_D816V Lange: 788bp; Cloning Wilmington, USA

Vector: pBluescript || SK8+);
Cloning Sites: XBAI-BAMHI,

Biomatik

pCR®2.1-TOPO®

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

2.1.4 KIT-Systeme

KIT Systeme Firma Firmensitz
dNTP Mix Thermo Fisher Scientific, Inc. Darmstadt, D
Maxwell 16 LEV Promega Mannheim, D
simplyRNA BloodKit

TagMan® Fast

Advanced Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

Quant -
iT™PiccoGreen®ds

DNA Assay Kit

Life Techologies GmbH

Darmstadt, D

LightCycler® Faststart
Plus KIT

Roche

Mannheim, D

QuantStudio 3D
Digital Master Mix v2

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

QuantStudio 3D
Digital PCR 20K Chip
Kit v2

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

QlAamp DNA Blood Qiagen Hilden, D
Mini Kit
QIAamp DNA Mini Kit | Qiagen Hilden, D
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(Sonde/Primer Mix fur
dPCR)

KIT_ 1314 Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

2.1.5 Primer/Synthetische Oligonukleotide

Primer

Firma

Firmensitz

CK16F4 Primer 5TGGCTTTCCTCGCCTCCAAGS3' eurofins

Ebersberg, D

(20) Genomics
CK17FM Primer eurofins Ebersberg, D
5TTGTGATTTTGGTCTAGCCAGGGT (24) Genomics

(22)

CK20R Primer 5’ATCTGCATCCCAGCAAGTCTTC eurofins

Genomics

Ebersberg, D

TagCKProbe

(32)

eurofins

5'ACTGTGTATACACGTTTGAAAGTGACGTCTGG3' | Genomics

Ebersberg, D

2.1.6 PCR-Sonden

PCR - Sonden Firma Firmensitz
TagCKProbe mit Sequenz 5°- 3": Eurofins LUX
ACTGTGTATACACGTTTGAAAGTGACGT Scientific SE

CTGG

Modifikation: 5'FAM, 3'MGBEQ

LightCycler® Sonden: Eurofins LUX
CK18FL: Scientific SE
AAGTGGATGGCACCTGAAAGCATTTTC-

Fluorescein

CK18LC LC-RED-640

25



Material und Methoden

GTCTGG-P

ACTGTGTATACACGTTTGAAAGTGAC

2.1.7 Enzyme

Enzyme

Firma

Firmensitz

Reverse Transkriptase

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

Taqg DNA Polymerase
(5U/uL)

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Darmstadt, D

Kpnl-HF®

New England Biolabs GmbH

Frankfurt am Main, D

(Restriktionsenzym;
GGTACC)

2.1.8 Puffer und Losungen

Puffer

Zusammensetzung

10 x Lysispuffer

82,91 g NH4CL [1,55]; 7,91 g NHsHCO3 [0, TM];
2mIEDTA pH8 [0,5M]

cDNA Mix

5X First Strand Buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8.3)],
375 mM KCl,

15 mM Magnesium Chlorid

100 mM DTT

200 U/ul M-MLV

200 pg/ml P(dN)6 Primer

1,9 mM dNTP-Mix

1,4 x 104 U/ml M-MLC Reverse Transkriptase
1400 U/ml Rnasin

GIT -

Homogenisierungspuffer

1 Flasche GIT 4 M 13,2 ml Na-Citrat pH 7; 1 M [25
nM], 5 ml EDTA pH 8; 0,5 M [5 nM], 25,6 ml N-
Lauroylsarkosine 10 %, 287,5 ml ddH20

PBS (Phosphatpuffer)

11,4 g Na2HPO4 x 2H20
4,9 g KH2PO4
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TER - Puffer

GmbH) + 25ml 1x TE

125 pl rRNA (16S and 23S von Roche Diagnostics

1x TBE-Puffer

500 ml 10x TBE-Puffer 5 | ddH20

EDTA)

10x TBE-Puffer (Trisborat-

8,0,5M, 21ddH20

216 g Trizma Base, 108 g Boriacid, 80 ml EDTA pH

RPMI 1640 Medium (far

10% FKS, 2% Glutamin, 1% Pen/Strep

Zellkultur) (Penicillin/Streptomycin)
GITC/B-Mercaptoethanol- 7,1ul B-Mercaptoethanol, 0,37g CsCl, 1ml GITC-
Puffer Lésung

2.1.9 Software
Software Firma Firmensitz

Applied Biosystems®
7500 Fast Real - Time

Applied Biosystems

Massachusetts, USA

PCR System

LightCycler™ Systems | Roche Diagnostics Mannheim, D
QuantStudio 3D Thermo Fisher Scientific, Inc. Darmstadt, D
AnalysisSuite Cloud

Software

Microsoft® OfficeTM Microsoft Washington, USA
2010, 2016

SPSS Statistics 23 IBM Armonk, USA
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA
Ikaros MetaSystems Isis MetaSystems Altlussheim, D

Adobe® Photoshop® | Adobe Systems Inc. Delaware, USA
7.0

Software BioRad Laboratories GmbH Munchen, D
ImageLabTM, 3.0.1

Quant-iT™ Thermo Fisher Scientific, Inc. Darmstadt, D
PicoGreen™

simplyRNA Blood TECAN Group Mannedorf, CH
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2.1.10 Patient*innenenproben fur die Etablierung der TagMan-qPCR

Die Patient*innenproben, welche fur die Bestimmung der KIT D816V Allellast auf
cDNA-Ebene mittels TagMan-Technik verwendet wurden, wurden aus PB von 116
Patient*innen mit gesicherter KIT D816V positiver SM gewonnen. Alle Patient*innen
erfillten die molekulargenetischen sowie histologischen Diagnosekriterien der WHO
(WHO 2016) fur die SM. Das Patient*innenkollektiv umfasste folgende Diagnosen:
ASM (n=14), ISM (n=30), MCL (n=5), SM MDS/MPN-U (n=23), SM-CMML (n=14), SM-
AML (n=1), SM-12 JAK2 pos. MPN und MGUS (n=1), SSM (n=9), SM-MDS (n=5), SM-
HES/CEL (n=3), SM-MPN-U (n=2), SM-HES/CEL (n=2) und SM-undefined (n=2), SM-
AHN not specified (n=5). Das Patient*innenkollektiv bestand aus Patient*innen der lII.
Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mannheim und externen Einsendern.
Nach umfangreicher Aufklarung gaben alle Patient*innen im Rahmen des ,Deutschen
Registers fur Erkrankungen der Eosinophilen und Mastzellen (GREM) ihr schriftliches
Einverstandnis. Als Negativkontrollen dienten 74 Proben von gesichert KIT D816V
negativen gesunden Spender*innen (n=24) und von gesichert KIT D816V negativen

Patient*innen mit anderen hamatologischen Entitaten (n=50).

2.1.11 Patient*innen fur die Bestimmung des EAB/VAF Koeffizienten

Alle Patient*innen wurden anhand der WHO-KIlassifikation von 2016 diagnostiziert und
eingeteilt sowie im GREM registriert. Die Datensammlung erfolgte im Einklang mit der
Deklaration von Helsinki und wurde von einer Prifungskommission der Medizinischen

Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg genehmigt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Leukozytenisolation aus PB mittels Erythrozytenlyse

Menschliches Vollblut enthalt als zellulare Bestandteile Erythrozyten, Thrombozyten
und Leukozyten. Die in dieser Arbeit verwendete RNA bzw. DNA wurde ausschliellich
aus den kernhaltigen Zellen, den Leukozyten, gewonnen. Um die reinen Leukozyten
zu isolieren, mussten zunachst die Erythrozyten lysiert werden (Erythrozytenlyse).
Hierfir macht man sich das Prinzip der Osmose zunutze. Ein stark hypoosmolarer
Lysispuffer wird mit dem PB gemischt. Daraufhin kommt es zu einem Flussigkeitsstrom
entlang des osmotischen Gradienten hinein in die Erythrozyten. Dies fuhrt zur
Schwellung und zum letztendlichen Platzen der Erythrozyten. Da die Leukozyten ein
stabileres Zytoskelett, sowie mehr transmembrane Proteine enthalten, bleiben sie in

ihrer Form und Struktur erhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurden 10 ml PB mit 1 x Lysispuffer auf 45 ml
Gesamtvolumen aufgeflllt. Nach zehnminutiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz
10 min bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Durch Wiederholung dieses Vorgangs
setzten sich die Leukozyten als weilRes Pellet ab. Daruber bildeten die hamolysierten
Erythrozyten einen durchsichtigen rétlichen Uberstand, welcher abpipettiert werden
konnte. Zuletzt wurde das Leukozytenpellet mit 25 ml 1 x PBS gewaschen und 5 min
bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet tber

Kopf getrocknet und auf Eis gestellt.

2.2.2 DNA-Isolation mittels QlAcube

Nach der Leukozytenisolation wurden 1 x 107 Zellen mit 400 ul GIT/beta-
Mercaptoethanol-Puffer gemischt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
mechanisch aufgeschlossen. Im Anschluss daran wurden alle flr die Extraktion
notwendigen Chemikalien aus dem ,QlAamp DNA Blood Mini KIT* von Qiagen den
Proben, entsprechend der Herstelleranweisungen, hinzugeflgt und in den QlAcube
gestellt. Im QlAcube laufen die Schritte zur DNA-Isolation automatisiert ab. Zunachst
wurden die Zellen lysiert. Die frei gewordene DNA kann daraufhin an eine
Aufreinigungsmatrix binden und mittels mehrerer Waschschritte aufgereinigt werden.
Der letzte Schritt ist die Elution der DNA in Eppendorf Gefalde.
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2.2.3 RNA-Isolation
2.2.3.1 RNA-Isolation mittels Maxwell

Bei der RNA-Isolation mittels Maxwell® handelt es sich um eine Methode, bei der die
verschiedenen Schritte der RNA-Isolation automatisiert ablaufen. Zunachst werden die
Zellen in einem chemischen Medium lysiert, in dem es schnell zur Denaturierung von
RNAsen kommt. AnschlieBend kommt es zur Denaturierung von Nukleinsaure-
komplexen und zur spezifischen Bindung von RNA mittels paramagnetischer Partikel.

Im weiteren Verlauf wird eine mogliche Kontamination mit genomischer DNA entfernt.

In der vorliegenden Arbeit wurden 2 x 107 Zellen mit 200 yl Homogenisierungslosung
(verbrauchsfertig aus Maxwell® 16 LEV simplyRNA Blood KIT unter Zugabe von 600
Ml 1-Thioglycerol) vermengt, 30 s gevortext und mechanisch aufgeschlossen. Im
nachsten Schritt wurde zu jeder Probe 200 ul Lysispuffer und 25 ul Proteinkinase K
hinzugefligt, gevortext, anzentrifugiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Daraufhin wurde das Gerat (Maxwell® 16LEV) gemaR der Beschreibung des

Herstellers beladen und das Programm ,simplyRNA Blood* gestartet.

2.2.3.2 RNA-Isolation mittels TRIzol®

RNA, DNA und Proteine zeigen in organischen und wassrigen LOsungen ein
unterschiedliches Loslichkeitsverhalten. Dies macht man sich bei der RNA-Isolation
mittels TRIzol®, welche auf dem Prinzip der sauren Phenol-Chloroform-
Guanidinisothiocyanat-Extraktion von Chomoczynski und Sacchi beruht, zunutze 4°.
Hierbei kommt es nach Zugabe von Phenol-Chloroform-Guanidinisothiocyanat-
Losung zu einer Phasentrennung. Das bedeutet, DNA, RNA und Proteine setzen sich
jeweils, aufgrund ihrer unterschiedlichen Loslichkeit, in einer anderen Schicht ab. Das
im TRIzol® vorhandene Guanidinisocyanat fuhrt zur Zelllyse und Inaktivierung von
RNAsen, das Phenol bringt Proteine in Lésung und durch Zugabe von Chloroform und
anschlieBende Zentrifugation kommt es zur Phasentrennung. Bei der Zentrifugation
setzen sich die Proteine in der unteren, organischen Phase ab. Die RNA bleibt in der

oberen wassrigen Phase geldst. In der Interphase dazwischen befindet sich die DNA.

30



Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden 2 x 107 Zellen in 1ml TRIzol® aufgenommen und
zunachst bei 1400 rpm fur 10 min bei 37°C geschdittelt. Jeder Probe wurde 200 pl
Chloroform hinzugefugt. Im Anschluss wurden die Proben 15 min gevortext bis es zu
einer Trubung kam und danach bei 10600 rpm und 8°C fur 10 min zentrifugiert. Die
wassrige Phase, welche die RNA, enthalt, wurde abgenommen und erneut mit 200 pl
Chloroform versetzt, gevortext und zentrifugiert. Zur Fallung der RNA wurden 0,5 ml
EtOH (100 %) hinzugegeben, gemischt, bei -20°C fur 30 min inkubiert und im
Anschluss zentrifugiert. Dabei setzte sich das RNA-Pellet am Boden ab und wurde mit
1 ml EtOH (75 %) gewaschen und getrocknet. Daraufhin wurde das Pellet in RNAse

freiem Wasser gelost und bei 4°C gelagert.

2.2.4 Qualitatskontrolle der DNA und RNA

Licht, welches durch ein Medium scheint, wird je nach optischer Dichte des Mediums
absorbiert. Diese Absorption kann mit einem Photospektrometer gemessen werden.
Nukleinsauren wie DNA und RNA besitzen ihr Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 260 nm. Somit lasst sich bei dieser Wellenlange die Absorption
messen und im nachsten Schritt die Konzentration der RNA oder DNA bestimmen. Um
zusatzlich eine Aussage uber die Reinheit der Probe machen zu kdnnen, muss die
Absorption bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum von Proteinen und Phenaol,
gemessen und ein Quotient aus den beiden Werten gebildet werden. Mithilfe eines
Photospektrometers lasst sich so die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA
messen und eine mogliche Kontamination mit Proteinen ausschlief3en. Wenn zu 100
% RNA vorliegt, betragt der Quotient aus optischer Dichte bei 260 nm zu optischer
Dichte bei 280nm (OD260/0D280) 2,0. Bei Werten zwischen 1,8 und 2,2 geht man
von ausreichender Reinheit aus, bei Werten <1,8 liegt eine Verunreinigung mit Phenol
oder Proteinen vor.

In dieser Arbeit wurde als Photospektrometer der Nanodrop® ND-1000 zur Messung
der Konzentration von RNA und DNA bei festgelegten Wellenlangen (260nm, 280nm)
verwendet. Zunachst wurde ein Nullwert durch Messung von Wasser bestimmt.
Danach wurde das Programm ND 1000 3.3 gestartet, die DNA- und RNA-Proben

gemessen und der OD260/0D280-Quotient wie oben beschrieben bestimmt.

31



Material und Methoden

2.2.5 cDNA-Synthese

Die einzelstrangige RNA muss vor PCR-Analysen in doppelstrangige cDNA
(komplementare DNA) umgewandelt werden. Hierflir macht man sich das Prinzip der
reversen Transkription zunutze. Hierbei stellt das Enzym Reverse Transkriptase (RNA-
abhangige DNA-Polymerase) anhand der vorhandenen RNA zunachst einen
komplementarer DNA-Strang her. Im Anschluss wird der urspringliche RNA-Strang
bis auf ein als Primer dienendes Stick abgebaut und daran anknipfend der zweite

Strang der nun doppelstrangigen cDNA hergestellt.

Die RNA wurde zunachst 10 min bei 65 °C denaturiert und 3 min auf Eis gestellt. Zu
jeder Probe wurden im Anschluss 21 pl cDNA-Mix hinzugegeben. Danach wurden die
Proben fur 2 h bei 37°C auf einem Heizblock inkubiert. Zur Beendigung der Reaktion
wurden die Proben fur 5 min auf einen 65°C heil3en Heizblock gestellt. Im Anschluss

wurden die Proben direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C gelagert.

2.2.6 Plasmid-Synthese

Fur die absolute Quantifizierung bei einer quantitativen PCR kénnen mehrere
Methoden angewendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Quantifizierung
mithilfe einer Standardkurve eines internen Standards vorgenommen. Hierfir wurden
das KIT D816V- und das KIT Wildtyp-Gen in ein kommerziell erworbenes Plasmid
kloniert und dieses in mehreren Stufen verdinnt. Fir den Plasmidverdau wurden
zunéachst 1 pg DNA (entsprach 10 ul) mit 5 ug 1 x Cutsmart Puffer, 10 Einheiten Kpnl-
HF (Restriktionsenzym) angesetzt, mit nukleasefreiem Wasser auf 50 ul aufgefillt und
15 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei -20 °C asserviert. Die
Konzentration der Plasmid-DNA wurde mittels Quant-iT™ PiccoGreen™ gemessen.
Sie betrug 6,069338956 ng/ul. Hieraus wurde die Anzahl an Transkripten pro Milliliter
berechnet und daraus die Menge an Plasmidlésung, welche fir eine Anzahl an 2 x 107
Transkripten benétigt wurde. Diese betrug 13,5 pl, so dass fur die erste
Verdunnungsstufe 13,5 ul des Plasmidverdaus mit 1 ml TER-Puffer gemischt wurden.
Im Anschluss wurde daraus eine Verdiunnungsreihe mit den Verdinnungsstufen 2 x
106, 2 x 105 2 x 104, 2 x 108, 2 x 10%, und 2 x 10! hergestellt.
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2.2.7 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (QPCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ist ein Verfahren zur exponentiellen Vervielfaltigung
von DNA-Abschnitten, welches in vitro und in Zyklen ablauft (siehe 1.3.2). In der
vorliegenden Arbeit wurden (i) Messungen mittels der LC-Technik fur den Vergleich
zwischen KIT D816V EAB und VAF vorgenommen und (ii) die Messung der KIT D816V
EAB mittels TagMan-Technologie im Labor etabliert und validiert.

2.2.7.1 RNA-basierte Beurteilung von KIT D816V mittels LC-Technik

Eine quantitative Messung der KIT D816V EAB auf cDNA-Ebene wurde mittels
allelspezifischer RT-qgPCR durchgefuhrt. Zwei PCR Assays fur i) die Amplifikation von
allen KIT-Transkripten (Wildtyp und D816V) und ii) KIT D816V mutierten Transkripten,
wurden verwendet. Der KIT D816V EAB wurde als Quotient zwischen mutierten KIT
D816V-Transkripten und allen KIT-Transkripten berechnet. Fir die PCR wurden der
universal “Mastermix” (LightCycler Faststart plus set, Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) und spezifische Primer und Sonden (siehe Material 2.1.5 und 2.1.6)
verwendet. In einem LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics) mit einem Endvolumen von
20 pL, mit 2 yL cDNA oder Plasmidprodukt (500 nm Primer; 250 nm Sonde) wurde das
folgende PCR- Programm verwendet: 95°C (10 min), 45 cycles: 95°C (1 s), 60°C (10
s), und 72°C (26 s) 129

2.2.7.2 RNA-basierte Beurteilung von KIT D816V mittels Tagman-Technik

Fur die Etablierung der Messung der KIT D816V EAB wurden, wie bei der zuvor
verwendeten LC-Technik, zwei PCR-Assays generiert, einer fur die Amplifikation der
Gesamt-KIT-Transkripte (,WT-Assay“), und einer fur die Amplifikation der mutierten
KIT D816V-Transkripte (,D816V Assay“). Das WT-Assay enthielt den TagMan
Universal Mastermix, nukleasefreies Wasser, den CK 16F4 Vorwartsprimer, den
CK20R Ruckwartsprimer und die TagCKProbe (Sequenzen siehe Material 2.1.5). Das
KIT D816V-Assay enthielt den CK 17FM Vorwartsprimer, den CK20R
Ruckwartsprimer und die TagCKProbe (Sequenzen siehe Material 2.1.6). Vor Zugabe
zum Reaktionsgemisch wurden Primer und Sonde 1:10 mit nukleasefreiem Wasser

verdunnt. In einem 750 Fast Real Time PCR System mit einem Endvolumen von 18 pl
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mit 2 pl cDNA, Plasmidprodukt oder nukleasefreiem Wasser als Negativkontrolle
wurde das folgende PCR-Programm verwendet: 50°C (2 min) 95°C (10 min), 45
cycles: 95°C (3 s), 60°C (45 s), und 72°C (26 s) (Abbildung 3). Das Fluoreszenzsignal
bei 518nm wurde mittels eines Fluoreszenzmessgerates (ABI Prism) gemessen. Eine
Quantifizierung der DNA-Menge wurde anhand der Standardkurve der internen
Kontrolle (siehe 2.2.6) vorgenommen. Die Effizienz der PCR wurde anhand der slope
der Standardkurve durch die Formel E = 10 # (-1/slope) (E, Effizienz) berechnet. Auch
hier wurde der Quotient aus mutierten KIT D816V-Transkripten und allen KIT-
Transkripten berechnet. Die Quotienten wurden mit den zuvor mittels LC-System

ermittelten Quotienten verglichen.

Bis Entnahme Zeit

Temperatur .
.' 45 Zyklen :
95°C }95°C ;
10 min; 3sec 72°C 1 72°C
: 26sec | 10 min
20~ i 60°C :
2 min :' 45 sec i
: 4°C

v

Abbildung 3: PCR-Programm der TagMan qPCR

Auf der x-Achse ist die Zeit abgebildet, auf der y-Achse die Temperatur. Das Programm
beginnt mit einer zweiminltigen Inkubation bei 50°C, darauf folgt die Denaturierung bei 95°C
fur 10 Minuten. Im Anschluss daran beginnen die PCR-Zyklen. Zunachst bleibt die Temperatur
fur 3 Sekunden bei 95°C. Es folgt die Annealingphase fiur 45 Sekunden bei 60°C und die
Elongationsphase flr 26 Sekunden bei 72°C. Diese 3 Schritte wiederholen sich 45 Mal. Am
Ende des PCR-Laufes folgt einmalig eine Phase mit 72°C fir 10 Minuten. Bis zur Entnahme
werden die Proben bei 4°C gelagert.
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2.2.8 DNA-basierte Beurteilung von KIT D816V

Fir die quantitative Beurteilung der KIT D816V VAF auf DNA-Ebene wurde im Vorfeld
ein PCR-Assay flur die digitale PCR (dPCR) etabliert. Die Quantifizierung wurde mit
dem QuantStudio 3D dPCR-System (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA)
durchgefuhrt. Bei einem Endvolumen von 15 pl pro Probe enthielt der Reaktionsansatz
7,1 uL von 10 ng/pL DNA, 7,5 pyL des QuantStudio 3D Digital PCR Mastermix v2
(ThermoFisher Scientific) und 0,4 pL des fur KIT D816V spezifischen Tagman
Genexpressionsassay (ID: Hs000000039_rm, ThermoFisher Scientific). Das ,limit of
detection“ (LOD) wurde durch serielle Verdinnung einer Patientenprobe mit 50 % KIT
D816V VAF und DNA von gesunden Spendern durchgefuhrt (0 % KIT D816V). Alle
Proben wurden in zwei unabhangigen PCR-Laufen mit dem folgenden Programm
analysiert: 96°C fur 10 min, (56°C fur 2 min, 98°C fur 30 s [39 Zyklen]) und 56°C fur 2

min.

2.2.9 Statistische Analyse
2.2.9.1 Statistische Analyse zum Vergleich von EAB und VAF

Fir die Bestimmung des Gesamtiberlebens galt der Zeitraum zwischen Diagnose und
Datum des Todes oder des letzten Kontaktes. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
wurde mit Kaplan-Meier-Kurven bestimmt. Eine Pearson Korrelationsanalyse wurde
fur die Korrelation zweier kontinuierlich fortlaufender Parameter verwendet. T-Tests
wurden fur den Vergleich kontinuierlicher Variablen und Verteilungsmediane
verwendet. Fur die Bestimmung der hazard ratio (HR) wurde ein Cox-
Regressionsmodell verwendet. Mittels Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Analyse)
wurde der optimale Cut-off zur Dichotomisierung des EAB/VAF-Koeffizienten
bestimmt. Alle Tests waren zweiseitig und p < 0,050 wurde als statistisch signifikant
betrachtet.

GraphPad Prism Software (Version 6, GraphPad, La Jolla, CA, USA), Excel (Version
2019, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), SPSS (Version 21.0.0, IBM
Cooperation, Armonk, NY, USA) und SAS Software, release 9.4 (SAS Institute, Cary,
USA) wurden fir die statistischen Analysen verwendet.
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2.2.9.2 Statistische Analyse zur Validierung der TagMan qPCR

Im ersten Schritt wurde die Robustheit der Standardreihe Uber 24 Laufe berechnet und
mit der Robustheit der LC-PCR verglichen. Als nachstes wurde das Limit of detection
(LOD) berechnet. 4 Hierfir wurden je nach Hohe der gemessenen Wildtyp-
Transkripte Cut-off-Werte fur ,positiv‘ und ,negativ‘ eingeflihrt. Im nachsten Schritt
wurden die LODs der neuen TagMan PCR mit den LODs der Lightcycler PCR
verglichen. Anhand der gewahlten Cut-Off-Werte wurden die klinische Sensitivitat und
diagnostische Spezifitat der PCR berechnet. Um die Cut-off-Werte statistisch zu
validieren wurde fiur jeden Cut-off-Wert eine ROC-Analyse durchgefuhrt. Die
,=accuracy“ der TagMan-PCR wurde anhand der Korrelation mit den Quotienten der
LightCycler PCR als ,Realitat berechnet. Fur die Verlaufsmessungen wurden Proben
mit hohen und niedrigen Quotienten ausgewahlt und Messungen mittels LightCycler
und TagMan zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf von Patient*innen
durchgefuhrt. Die Prazision der PCR wurde durch Mehrfachbestimmung innerhalb
eines Assays (2 Replikate pro Lauf) und zwischen mehreren Laufen als Intra- und
Interassay-Variabilitat berechnet.

GraphPad Prism Software (Version 6, GraphPad, La Jolla, CA, USA), Excel (Version
2019, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), SPSS (Version 21.0.0, IBM
Cooperation, Armonk, NY, USA) und SAS Software, release 9.4 (SAS Institute, Cary,

USA) wurden fur die statistischen Analysen verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der TagMan-basierten gPCR
3.1.1 Aufbau des Plasmids

Abbildung 4 zeigt das kommerziell erworbene Plasmid pBluescript Il SK, welches ein
KIT D816V und ein KIT Wildtyp-Insert beinhaltet. Das Insert ist 788 Basenpaare lang.

ApdaLl (3496) Aval (669)

Clal (685)

HindIII (690)
EcoRI (702)
Pst1 (712)
Xmal (714)

Aval (714)

KIT D816V nn2 in pBluescript II SK(ﬁ

3743 bp
Smal (716)

BamHl (720)
Pst1 (786)
KIT D816V nn2

Pstl (1472)

/ AN,

ApadlLl (2250)

Abbildung 4: pBluescript Il SK - Plasmid mit KIT D816V und WT-Insert eingesetzt an der
Restriktionsstelle Pstl

3.1.2 Robustheit der PCR und Etablierung der Standardreihe

Aus 24 PCR-Laufen wurde fur jede Verdunnungsstufe der Standardreihe die
Mittelwerte der Ct-Werte, sowie deren Standardabweichung und Varianz berechnet.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Die Ct-Mittelwerte und Standard-
abweichungen der TagMan-qPCR sind in grun dargestellt. Im Vergleich dazu sind die
Standardabweichungen der LC-gPCR in rot und eingeklammert dargestellt. Verglichen
mit den Werten der im selben Labor etablierten LC-gPCR sind Standardabweichung
und Varianz bei der neu etablierten TagMan-qPCR bis auf die Werte der kleinsten

Verdiinnungsstufe (2 x 108) geringer. Zuséatzlich in der Tabelle aufgefiihrt sind die
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minimalen und maximalen Ct-Werte fur jede Verdinnungsstufe, die durch Addition
(obere Grenze) und Subtraktion (untere Grenze) der 2-fachen Standardabweichung

vom Mittelwert berechnet wurden.

Tabelle 3: Mittelwerte der Ct-Werte der Verdiinnungsreihe, sowie deren
Standardabweichung und Varianz

Wildtyp
2x10° 2x10° 2x10* 2x103 2x10? 2x101
STAW 0,14 0,15 0,13 0,27 0,99 0,77
(0,43) (0,45) (0,47) (0,50) (0,62) (0,63)
STAW*2 0,28 0,30 0,26 0,53 1,99 1,53
Ct Mittelwert 15,10 18,60 22,08 25,44 28,78 32,04
Ct obere Grenze 15,38 19,89 22,33 25,97 30,77 33,75
Ct untere Grenze 14,82 18,30 21,82 24,91 26,79 30,50
D816V
2x108 2x10° 2x10* 2x103 2x102 2x10'
STAW 0,48 0,11 0,11 0,12 0,13 0,75
(0,22) (0,25) (0,21) (0,14) (0,22) (0,39)
STAW*2 0,96 0,22 0,22 0,25 0,26 1,50
Ct Mittelwert 15,16 18,52 21,97 25,43 28,90 31,88
Ct obere Grenze 16,12 18,74 22,19 25,68 29,16 33,38
Ct untere Grenze 14,20 18,30 21,75 25,19 28,63 30,39

Abkirzungen: STAW, Standardabweichung (rot LightCycler, grin TagMan); STAW*2,
Varianz; D816V, Assay flr die Messung von D816V Transkripten; Wildtyp, Assay fir die
Messung von Wildtyp-Transkripten; Ct obere Grenze, maximal gemessener Ct-Wert fur
diese Verdunnungsstufe; Ct untere Grenze minimal gemessener Ct-Wert fir diese
Verdunnungsstufe.

3.1.3 Effizienz der PCR

Anhand der Steigung (slope) der Standardkurve und anhand des Korrelations-
koeffizienten R? lasst sich die Effizienz der PCR berechnen. Die Steigung der
Standardkurve betrug bei 17 PCR-Laufen fur den WT-Assay -3,18 mit einer
Standardabweichung von 0,08 und fur den D816V-Assay -3,19 mit einer
Standardabweichung von 0,08. Der Korrelationskoeffizient R? war fiir beide Assays im
Durchschnitt > 0,99 Fir die Berechnung der Effizienz wurde folgende Formel

angewandt:
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1
Effizienz = (10(_510176) - 1) * 100

Die PCR-Effizienzen betrugen 105,6 % (KIT D816V-Assay) und 106,3 % (KIT WT-
Assay). Abbildung 5 zeigt einen Amplifikationsplot der neu etablierten TagMan qPCR.

cKITWT
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Abbildung 5: Darstellung eines Amplifikationsplots der neu etablierten TagMan qPCR

Auf der x-Achse ist die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen, auf der y-Achse die Veranderung
des gemessenen Fluoreszenzsignals. Jede Linie stellt eine Probe dar. Je mehr DNA-Molekiile
(in diesem Fall cKIT Wildtyp-Transkripte) in der Probe enthalten sind, desto friher steigt das
Fluoreszenzsignal an und desto friher Ubersteigt das Fluoreszenzsignal einen gesetzten
Schwellenwert. Die Anzahl der Zyklen zum Zeitpunkt der Uberschreitung des Schwellenwertes
bestimmt den Ct-Wert der Probe.
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3.1.4 Festlegung der Auswertekriterien

Durch die Messung KIT D816V negativer, gesunder Spenderproben (n=24) sowie der
Messung KIT D816V negativer Patient*innenproben (andere hamatologische
Entitaten, n=50) fiel die Zunahme falsch positiver Transkripte proportional zu einer
steigenden Wildtyp-Transkriptzahl auf. Dementsprechend wurden wildtypabhangige
Cut-off-Werte fur die Unterscheidung zwischen KIT D816V positiv und negativ
festgelegt (Tabelle 4). Bei < 999 Wildtyp-Transkripten wurde ein Cut-off-Wert von = 15
KIT D816V positiven Transkripten festgelegt, bei 1000 - 1999 Wildtyp-Transkripten ein
Cut-off-Wert von = 30 KIT D816V positiven Transkripten, bei 2000 - 2999 Wildtyp-
Transkripten ein Cut-off-Wert von = 50 KIT D816V positiven Transkripten, bei 3000 -
9999 Wildtyp-Transkripten ein Cut-off-Wert von = 120 KIT D816V positiven
Transkripten, bei > 10.000 Wildtyp-Transkripten ein Cut-off-Wert von = 300 KIT D816V
positiven Transkripten. Fur jeden Cut-Off-Wert wurde der LOD berechnet. In Tabelle 4
sind die Cut-Off-Werte mit den dazu berechneten LODs der TagMan qPCR aufgefuhrt.
Der LOD stellt den kleinsten Quotienten dar, der mit den gegebenen Grenzwerten
nachgewiesen werden kann. Je kleiner der Wert des LOD, desto sensitiver ist die
Methode. Bei der zuvor verwendeten LC-qPCR gab es keine wildtypabhangigen Cut-
off-Werte. Hier konnten zwar niedrigere Quotienten gemessen werden, die LODs
waren jedoch aufgrund des Fehlens der Wildtyp-abhangigen Cut-off-Werte (vor allem

bei niedrigen Wildtyp-Transkripten) héher (Tabelle 5).

Tabelle 4: LODs und wildtypabhdngige Cut-off-Werte der TagMan gPCR fiir 116
Patient*innenproben

Wildtyp- Anzahl % pos. Kriterium | LOD (%)
Transkripte fur KIT D816V

<999 24 21 =15 1,5
1000-1999 23 20 = 30 1,5
2000-2999 21 18 =50 1,7
3000-9999 27 23 >120 1,2
>10000 21 18 > 300 0,03

Abkurzungen: LOD, Limit of detection; pos, positiv
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Tabelle 5: LODs und wildtypunabhidngige Cut-off-Werte der LC-gPCR fiir 116
Patient*innenproben einer historischen Kohorte

Wildtyp- Anzahl % pos. Kriterium | LOD (%)
Transkripte fur KIT D816V

<999 3 3 =100 10
1000-1999 2 2 =100 5
2000-2999 4 3 =100 3,3
3000-9999 19 16 =100 1
>10000 88 76 =100 0,03

Abkiirzungen: LOD, Limit of detection; pos., positiv

3.1.5 Klinische Sensitivitat, diagnostische Spezifitat, positiv und negativ

pradiktiver Wert und diagnostische Odds-Ratio

Anhand der Auswertekriterien mit wildtypabhangigen Cut-Off-Werten wurde unter
Annahme der Quotienten der LC-gPCR als ,Goldstandard” die klinische Sensitivitat,
die diagnostische Spezifitat, der positiv pradiktive Wert (PPV), der negativ pradiktive
Wert (NPV) und die diagnostische Odds-Ratio (DOR) berechnet (Tabelle 6).

Es ergab sich eine klinische Sensitivitat von 99 %, eine diagnostische Spezifitat von
100 %, ein positiv pradiktiver Wert von 1, ein negativ pradiktiver Wert von 0,97 und
eine diagnostische Odds-Ratio von > 4.000.000.

41



Ergebnisse

Tabelle 6: Bestimmung von klinischer Sensitivitat und diagnostischer Spezifitat, positiv
pradiktivem Wert, negativ pradiktivem Wert und diagnostischer Odds-Ratio

LightCycler
positiv negativ
positiv Anzahl 114 0
Tagman % 99 % 0 %
negativ Anzahl 2 74
% 1% 100 %

Richtig-positiv-Rate = Sensitivitat 99 %
Richtig-negativ-Rate = Spezifitat 100 %
Falsch-positiv-Rate 0%
Falsch-negativ-Rate 1%
PPV NPV DOR
1 0,97 > 4.000.000

Abkiirzungen: PPV, Positiv pradiktiver Wert; NPV, Negativ pradiktiver Wert;
DOR, diagnostische Odds Ratio
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3.1.6 ROC-Analyse zur Validierung der klinischen Sensitivitat,
diagnostischen Spezifitat und der Cut-off-Werte

Um die klinische Sensitivitat, die diagnostische Spezifitat und die Cut-off-Werte
statistisch zu validieren wurde eine ROC-Analyse durchgefuhrt. Hierbei wird die
Sensitivitat (richtig positive = Trefferquote) gegenlber der 1 — Spezifitat (falsch positive
= Falschpositivquote) aufgetragen. Eine ROC-Kurve nahe der Diagonalen deutet auf
einen Zufallsprozess hin, da dies eine gleiche Trefferquote und Falschpositivquote
bedeutet. Die ideale ROC-Kurve verlauft zunachst senkrecht (Trefferquote 100 %,
Falschpositivquote 0 %) und erst spater waagerecht. Fur jede zuvor anhand der Hohe
an Wildtyp-Transkripten eingeteilte Gruppe ergab die ROC-Analyse einen Bereich, in
dem die Cut-off-Werte fur positiv und negativ liegen sollten, einen Bereich also in dem
die Trefferquote annahernd 100 % und die Falschpositivquote annahernd 0% betragt.
In Abbildung 6 sind die Ergebnisse der ROC-Analyse und die daraus errechneten
Sensitivitaten und 1 - Spezifitdten fir die einzelnen Cut-off-Werte aufgefthrt. Fur die
erste Gruppe mit Wildtyp-Transkripten < 999 (AG-01) lag der errechnete Bereich
zwischen 14,6 und 17,1, der zuvor festgelegter Cut-off-Wert betrug 15. Fir die zweite
Gruppe mit Wildtyp-Transkripten 1000 - 1999 (AG-02) lag der errechnete Bereich
zwischen 28,6 und 30,8, der zuvor festgelegter Cut-off-Wert betrug 30. Fur die dritte
Gruppe mit Wildtyp-Transkripten 2000 - 2999 (AG-03) lag der errechnete Bereich
zwischen 47,8 und 55, der zuvor festgelegter Cut-off-Wert betrug 50. Fiur die vierte
Gruppe mit Wildtyp-Transkripten 3000 - 9999 (AG-04) lag der errechnete Bereich
zwischen 119,23 und 133,5, der zuvor festgelegter Cut-off-Wert betrug 120. Fur die
funfte Gruppe mit Wildtyp-Transkripten = 10.000 (AG-05) lag der errechnete Bereich
zwischen 214 und 470, der zuvor festgelegter Cut-off-Wert betrug 300.
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Abbildung 6: ROC-Analyse zur Validierung von klinischer Sensitivitat, diagnostischer
Spezifitat und Cut-off-Werten

Bei beiden Diagrammen ist die Sensitivitdt gegentiber 1 — Spezifitat aufgetragen. Eine Kurve
nahe der diagonalen Wurde einen Zufallsprozess anzeigen. Verlauft die Kurve zunachst
senkrecht und nahe der 1,0 erst waagerecht zeigt dies eine hohe Sensitivitat und eine niedrige
1 — Spezifitat, d.h. eine hohe Trefferquote und eine niedrige Falschpositivquote an. Die ROC-
Analyse zeigt hinter dem ,=" - Zeichen fur jede wildtypabhangige Gruppe zwei Werte an. Der
erste Wert ist der niedrigste Wert eines Bereiches, in dem der optimale Cut-off-Wert liegen
sollte und der zweite Wert ist der héchste Wert eines Bereiches, in dem der optimale Cut-off-
Wert liegen sollte. In der Klammer sind die zu dem Cut-off-Wert gehdrigen
Sensitivitdten (vor dem Semikolon) und 1— Spezifitat (hinter dem Semikolon) dargestellt.
Abkiirzungen: AG-01, WT-Transkripte < 999; AG-02, WT-Transkripte 1000 - 1999; AG-03,
WT-Transkripte 2000 - 2999; AG-04, WT-Transkripte 3000 - 9999; AG-05, WT-Transkripte =
10.000; die erste Zahl in der Klammer ist die Sensitivitat, die zweite Zahl nach dem Semikolon
die 1 — Spezifitat fir den vor der Klammer stehenden Cut-off-Wert
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3.1.7 ,Accuracy“: Korrelation der TagMan-KIT D816V EAB mit den
LightCycler-KIT D816V EAB

Unter Annahme der LC-KIT D816V EAB als Realitat wurde die ,Accuracy”, d.h. die
Korrelation der TagMan-KIT D816V EAB mit den LC-KIT D816V EAB, berechnet
(Abbildung 7). Die Quotienten korrelierten mit r=0,95 und R?=0,9 stark miteinander.
Trotz der hdheren Quotienten im TagMan waren auch Patient*innen mit 0,1 — 1 %

Allellast im LightCycler im TagMan positiv.
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Abbildung 7: ,,Accuracy“: Korrelation der TagMan-KIT D816V EAB mit der LC-KIT D816V
EAB bei 116 Patient*innenproben

Auf der x-Achse ist der TagMan-KIT D816V EAB aufgetragen, auf der y-Achse der LightCycler-
KIT D816V EAB. Der TagMan-KIT D816V EAB korrelierten stark mit den LightCycler-KIT
D816V EAB (r=0,95 und R?=0,9). Es zeigte sich ein starker linearer Zusammenhang zwi-
schen den TagMan- und LightCycler-Quotienten.

Abkiirzungen: EAB, Expressed Allele Burden
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3.1.8 Verlaufsmessungen

Fir die Verlaufsmessungen wurden Proben mit hohen und niedrigen Quotienten
ausgewahlt und Messungen mittels LC und TagMan zu unterschiedlichen Zeitpunkten
im Krankheitsverlauf von Patient*innen durchgefuhrt. Die Auswahl der Verlaufsproben
ist in Abbildung 8 dargestellt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 9
dargestellt. Wie zuvor beschrieben waren die Quotienten, welche mittels TagMan
gemessen wurden, hoher als die LC-Quotienten. Dieser Unterschied zeigte sich stabil

bei allen Proben und Zeitpunkten der Messungen.
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Abbildung 8: Auswahl der Verlaufsproben

Rote Raute, Proben mit niedrigen Quotienten; gelbe Raute, Proben mit hohen Quotienten
Abkiirzungen: EAB, Expressed Allele Burden
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Abbildung 9: Verlaufsmessungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Krankheitsverlauf

Blaue Linie, TagMan-Quotienten; graue Linie, LC-Quotienten. Die TagMan-Quotienten waren
grundsatzlich hoher als die LC-Quotienten. Dieser Unterscheid zeigte sich stabil, so dass mit
beiden Methoden der Verlauf der Allellast annahernd identisch war.
Abkurzungen: EAB, Expressed Allele Burden
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3.1.9 Prazision: Intra- und Interassayvariabilitdt (Repeatability und

Reproducibility)

FUr die Intraassayvariabilitat, d.h. die Korrelation zwischen den Quotienten zweier
Replikate innerhalb eines Laufes, wurde mit r=0,97 und R?=0,94 eine sehr starke
positive Korrelation errechnet (Abbildung 10). Auch die Interassayvariabilitat, d.h. die
Korrelation der Quotienten bei Mehrfachbestimmung in mehreren PCR-Laufen an
verschiedenen Tagen, zeigte eine sehr starke positive Korrelation mit r=0,99 und
R2=0,97.

intraassay interassay
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TagMan — KIT D816V EAB (%)
Replikat 1 TagMan — KIT D816V EAB (%)

Messung 1

Abbildung 10: Intra-und Interassayvariabilitat

Die Korrelation der Messwerte zweier Replikate innerhalb eines PCR-Laufs zeigte einen
starken linearen Zusammenhang (links). Die Korrelation der Messwerte der gleichen Replikate
in zwei unterschiedlichen PCR-Laufen zeigte ebenfalls einen starken linearen Zusammenhang
(rechts).

Abkurzungen: EAB, Expressed Allele Burden

3.2 Vergleich zwischen DNA- und RNA-basierter Messung von KIT
D816V

3.2.1 Patient*innencharakteristika

Fir den Vergleich zwischen DNA- und RNA-basierter Messung von KIT D816V wurden
Proben von 161 Patent*innen untersucht. Darunter waren Patient*innen mit AdvSM

(n=121) und ISM (n=40). Tabelle 7 zeigt klinische, laborchemische und therapeutische
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Charakteristika, sowie Outcome der Patient*innen. Unter den 121 Patient*innen mit
AdvSM waren Patient*innen mit ASM (n=18), MCL (n=2) und SM/MCL-AMN (n=101).
18 der Patient*innen mit AdvSM hatten eine Progression zu sekundarer AML (11/18)
oder sekundarer MCL (7/18). 53 Patient*innen mit AdvSM wurden mit dem KIT-
inhibitor Midostaurin behandelt.

Tabelle 7: Klinische, laborchemische und therapeutische Charakteristika,
sowie Outcome von Patient*innen mit ISM und AdvSM

Variablen ISM AdvSM P-Wert
40 121 -
54 (29-83) 76 (30-90) <0,0001
Mannlich, n (%) 17 (43) 81 (67) 0,006

Hamoglobin, g/dL; Mittelwert (Spannbreite) | 13.9 (11,7-16,8) | 10.8 (5,8-15,8) | <0,0001

9 . :
Thrombozyten, x10? /L; Mittelwert 283 (87-461) 114 (12-958) 0,0002

(Spannbreite)

MZ-infiltration in KM, Histologie, % n.z. 30 (0-100) -
Serumtryptase, ug/l.; Mittelwert 46 (8-166) | 180 (11-1382) | <0,0001
(Spannbreite)

Alkalische .Phosphatase, U/L; Mittelwert 76 (15-166) 200 (33-1279) | <0,0001
(Spannbreite)

Diagnose

ASM, n (%) - 18 (15) -
MCL, n (%) - 2(2) -
SM/MCL-AMN, n (%) - 101 (83) -

Progression in

Sekundare AML, n (%) - 11 (61) -
Sekundare MCL, n (%) - 7 (39) -
Outcome

Follow-up, Jahre, Mittelwert (Spannbreite) 5 (0-21) 3 (0-25) n.s.
Tod, n (%) 0 (100) 60 (50) <0,0001
Gesamtuberleben, Mittelwert, Jahre n.e. 4.8 <0,0001
Therapie

Midostaurin, n (%) 1(3) 57 (47) <0,0001

Abkiirzungen: AMN, Assoziierte myeloische Neoplasie; AML, Akute myeloische
Leukdmie; ASM, Aggressive systemische Mastozytose; KM, Knochenmark; MCL,
Mastzellleukdmie; n, Anzahl; n.e., nicht erreicht; n.s., nicht significant; n.z., nicht
zutreffend.

49



Ergebnisse

3.2.2 Vergleich zwischen EAB und VAF

Im PB von Patient*innen mit ISM (n=40), korrelierten EAB und VAF mit r=0,91
(R?=0,84). Bei Patient*innen mit AdvSM waren r und R? signifikant geringer (n=121,
r=0,71, R?=0,5). Die ROC-Analyse ergab flr Patient*innen mit AdvSM einen optimalen
Schwellenwert fur eine EAB/VAF Ratio von 2 fur die Einteilung in unterschiedliche
Kohorten. Patient*innen mit einer EAB/VAF Ratio < 2 wurden als Kohorte A (77/121,
64%) und Patient*innen mit einer EAB/VAF Ratio > 2 als Kohorte B (44/121, 36%)
definiert (Abbildung 11). Um den signifikanten Unterschied zwischen EAB und VAF in
individuellen Patient*innen der Kohorte B zu bestatigen, wurden gleichzeitig
gewonnene KM- und PB-Proben von 12 Patient*innen untersucht. Bei der Mehrzahl
der Patient*innenproben aus KM (9/12, 75%) konnte der EAB/VAF Koeffizient von > 2

bestatigt werden.
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Abbildung 11: Vergleich des expressed allele burden (EAB, cDNA) und der variant
allele frequency (VAF, DNA) bei indolenter Mastozytose (ISM, n=40) und
fortgeschrittener Mastozytose (AdvSM, n=121)

Die Korrelation zwischen EAB und VAF zeigt einen starken linearen Zusammengang bei
Patient*innen mit ISM (A). Dieser Zusammenhang ist bei Patient*innen mit AdvSM schwacher
ausgepragt (B). Wahrend Kohorte A Patient*innen mit einem EAB/VAF Koeffizienten < 2 (blau)
zeigt, reprasentiert Kohorte B Patientinnen mit einem EAB/VAF Koeffizienten > 2. 146
Abkirzungen: EAB, Expressed Allele Burden; VAF, Variant Allele Frequency
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3.2.3 Krankheitscharakteristika in Kohorte A und B

Tabelle 8 zeigt klinische, laborchemische und therapeutische Charakteristika, sowie
Outcome von Patient*innen in Kohorte A und B. Signifikante Unterschiede zwischen
Kohorte A und B waren hohere Hamoglobinwerte (p=0,006), ein geringerer Anteil an
Patient*innen mit Hamoglobinwerten < 10mg/dl (p=0,010), eine niedrigere mittlere
Monozytenzahl (p=0,010), ein geringerer Anteil an Patient*innen mit Werten fur die
Alkalische Phosphatase > 150 U/L (p=0,010), eine geringer Anzahl an Patient*innen
mit einem molekularen Hochrisikoprofil (mindestens eine Mutation im SRSF2, ASXL1,
RUNX1 Genpanel, p=0,020) und niedriger mittlere Vitamin B12-Spiegel (p=0,020) in
Kohorte A.

Tabelle 8: Klinische, laborchemische, molekulare Charakteristika, sowie Outcome von
121 Patient*innen mit AdvSM eingeteilt nach EAB/VAF Koeffizient < 2 (Kohorte A) und >
2 (Kohorte B)

KIT D816V KIT D816V
Variablen Koeffident 2 | Kooffizient>2 | PWer
(Kohorte A) (Kohorte B)
Anzahl von Patient*innen (n) 77 44 -
fgts;ri:]gf‘e?{:)”’ Mittelwert 71 (30-90) 77 (52-88) i
Mannlich, n (%) 49 (63) 32 (73) -
Diagnose
ASM, n (%) 14 (18) 4 (11) -
MCL, n (%) 2(3) - -
SM/MCL-AMN, n (%) 61 (79) 40 (90) -
AMN-Subtypen
MDS/MPN-u, n (%) 18 (30) 13 (33) -
CMML, n (%) 27 (44) 17 (43) -
MDS, n (%) 5 (8) 6 (15) -
MPN-eo, n (%) 1(2) -
AML, n (%) 1(2) 1(2) -
CEL, n (%) 7 (11) 1(2) -
PMF, n (%) 2(3) 2 (5) -
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Progression zu

AML, n (%) 8 (10) 3(7) -

MCL, n (%) 6 (8) 2(5) -

C-findings

Hamoglobin, g/dL; Mittelwert 114(58-158) | 98(75145) | 0,006

(Spannbreite)

<10 g/dL; n (%) 20 (29) 21 (53) 0,010
9 . .

Thrombozyten, x10° /L; Mittelwert 133 (12-618) 106 (28-958) ns.

(Spannbreite)

<100 x 10°/L, n (%) 31 (44) 19 (48) n.s.

Alkalische Phosphatase, U/L;

Mittelwert (Spannbreite) 188 (33-1206) 303 (563-1279) n.s.

> 150 U/L, n (%) 39 (57) 31 (79) 0,010

Albumin, g/L; Mittelwert

(Spannbreite) 38 (16-48) 36 (22-48) n.s.

<34 g/L, n (%) 23 (34) 14 (40) n.s.

Aszites, n (%) 39 (53) 25 (61) n.s.

B-findings

MZ-Infiltration in KM Histologie, %;

Mittelwert (Spannbreite) 35(3-95) 30 (0-100) n.s.

Serumiryptase, pg/L; Mittelwert 170 (11-1382) 211 (18-875) n.s.

(Spannbreite)

> 100 pg/L, n (%) 51 (73) 28 (74) n.s.

Splenomegalie, n (%) 60 (87) 37 (90) n.s.

Hepatomegalie, n (%) 33 (52) 28 (72) 0.05

Zusaitzliche SM und/oder AMN

relevante Parameter

Leukozyten, x10%/L; Mittelwert

(Spannbreite) 10,6 (5,8-79,3) 7,6 (1,0-89,4) n.s.

Monozyten, %; Mittelwert

(Spannbreite) 7 (1-46) 11 (1-31) 0.01

Eosinophile, %, Mittelwert

(Spannbreite) 3 (0-81) 6 (0-66) n.s.

Vitamin B12% ng/L; Mittelwert 1188 (114-6000) | 2842 (489-6000) | 0.02

(Spannbreite)

> 180 ng/L, n (%) 50 (96) 32 (100) n.s.

KIT D816V EAB in PB, %,

Mittelwert (Spannbreite) 30(0-95) 28 (2-88) n.s.

KIT D816V VAF in PB, %,

Mittelwert (Spannbreite) 27,0(0,0-49.8) 4,0(0,1-30.,8) < 0,001

Gl-Infiltration, n (%) 30 (41) 19 (43) n.s.

S/A/R Mutation(s)®, n (%) 38 (51) 31 (74) 0,02
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Outcome

Follow-up, Jahre, Mittelwert

(Spannbreite) 3,5 (0,0-24,6) 2,2 (0,0-11,9) -
Tod, n (%) 33 (43) 27 (61) ]

Abkurzungen: AMN, Assoziierte myeloische Neoplasie; AML, Akute myelosche Leukamie;
ASM, Aggressive systemische Mastozytose; KM, Knochenmark; CEL, Chronische
Eosinophilenleukdmie; CMML, chronische Myelomonozytare Leukamie; EAB, expressed
allele burden; Gl, gastrointestinal; MCL, Mastzelllukdmie; MDS, Myelodysplastische
Syndrome; MPN, Myeloproliferative Neoplasien; -u, nicht klassifiziert; -eo, Eosinophil; n,
Anzahl; PB, Peripheres Blut; PMF, primare Myelofibrose; S/A/R, mindestens eine Mutation
im SRSF2, ASXL1, RUNX1 Genpanel; SM, Systemische Mastozytose; VAF, variant allele
frequency.

3.2.4 Prognostischer Wert von EAB, VAF und dem EAB/VAF

Koeffizienten

In Bezug auf das Gesamtuberleben war die Cox-Regressionsanalyse nur fur den
EAB/VAF Koeffizienten von > 2 signifikant (p=0.006), nicht jedoch fur VAF (p=0.657)
oder (EAB=0.658) allein.

3.2.5 Uberlebensanalysen

Mittels Kaplan-Meier Kurven wurden die Uberlebenswahrscheinlichkeiten von
Patient*innen mit einem EAB/VAF Koeffizienten < 2 (Kohorte A, n=77) und von
Patient*innen mit einem EAB/VAF Koeffizienten > 2 (Kohorte B, n=44) verglichen
(Tabelle 12). Bei Patient*innen aus Kohorte B war die Uberlebenswahrscheinlichkeit

signifikant geringer als bei Patienten aus Kohorte A (p=0,005).
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Medianes
10—, Gesamtiiberleben
[95% KI], Jahre
L - Kohorte A (KITEAB/VAF<2;n=77) 11,7 [4,0-19,3]

08— "L Kohorte B (KITEAB/VAF >2; n=44) 33[1.7-4,9]
h, P = 0,005

Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

| | [ | | | | | | | [
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Jahre

Abbildung 12: Medianes Gesamtiiberleben von Kohorte A und B im Vergleich

Wahrend Kohorte A Patient*innen mit einem EAB/VAF Koeffizienten < 2 (blau) reprasentiert,
reprasentiert Kohorte B Patient*innen mit einem EAB/VAF Koeffizienten > 2. Das mediane
Gesamtlberleben von Kohorte B war signifikant geringer als das mediane Gesamtiberleben
der Kohorte A (p=0,005) 46,
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4 Diskussion

Molekulargenetische Detektionsmethoden und Genexpressionsanalysen spielen in
der Medizin eine entscheidende Rolle bei der Diagnostik, Therapieplanung,
Verlaufsbeobachtung und Prognose von Erkrankungen. Weil die Erkenntnisse aus
dem molekularen Monitoring einen grolRen Einfluss auf das weitere Vorgehen, die
Therapieentscheidungen und die Prognose haben, ist die Entwicklung, Etablierung,
Evaluation und kontinuierliche Uberarbeitung sensitiver und spezifischer
molekulargenetischer Detektionsmethoden von hoher Bedeutung. Seit den 1970er
Jahren kann man spezifische DNA-Abschnitte nachweisen. Diese Methoden wurden
in den letzten 50 Jahren stetig weiterentwickelt und in Bezug auf ihre Sensitivitat und
Spezifitat verbessert. Auch die Geschwindigkeit, mit der die Nachweise erfolgen, sowie
das Spektrum der Gene, welche nachgewiesen werden konnen, konnte Stlck fur
Stlck erhoht bzw. erweitert werden. MalRgeblich zu diesem Fortschritt beigetragen hat
die Entwicklung und Weiterentwicklung der PCR-Methode, welche heute, in
verschiedener Ausfuhrung, als digitale PCR, qPCR oder RT-gPCR, eine der
wichtigsten molekulargenetischen Detektionsmethoden darstellt. Sowohl in der
klinischen Diagnostik als auch in der Forschung kommt die PCR-Methode aufgrund

ihrer Geschwindigkeit, Prazision und Flexibilitat zum Einsatz.

Die KIT D816V Mutation ist bei Uber 90 % der Patient*innen mit SM nachweisbar. Sie
ist ein diagnostisches Kriterium der SM und ihr Vorhandensein und die Allellast hat
Auswirkungen auf die Therapie und Prognose der Erkrankung. Die Mutation kann
mittels allelspezifischer gqPCR nachgewiesen werden. Ein Ziel dieser Arbeit war die
Etablierung einer auf der TagMan-Methode basierten RT-gPCR zum Nachweis von
KIT D816V auf cDNA-Ebene.

Im wissenschaftlichen Labor der Ill. Medizinischen Klinik fand der Nachweis von KIT
D816V zur Routinediagnostik bis dato mittels LC-RT-gPCR statt. Allelspezifische
Primer fur den Nachweis von D816V waren bereits etabliert. Diese konnten fur die
TagMan-PCR verwendet werden. Zur Erzeugung des Fluoreszenzsignals im LC
wurden zwei Sonden benoétigt, eine Akzeptor- und eine Donorsonde. Fir den TagMan
bendtigt man nur eine Sonde mit Fluoreszenzmarkierung am 3" und 5°-Ende. Da sich

die Basensequenz der Sonden im LC schon bewahrt hatten, wurde die Sequenz einer
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der LC-Sonden als Basis fur die TagMan-Sonde verwendet. Die
Fluoreszenzmarkierung wurde dahingehend verandert, dass die Sonde am 5°-Ende
einen Reporterfarbstoff und am 3’-Ende einen Quencherfarbstoff enthielt und so fur
die TagMan-Methode verwendbar wurde. Auch das PCR-Programm der LC-qPCR
konnte aufgrund der unveranderten Bestandteile des PCR-Assays grofltenteils
ubernommen werden. Die Temperaturen fur Denaturierung (95°C), Annealing (60°C)
und Elongation (72°C) blieben unverandert. Lediglich bei der Lange der einzelnen
Schritte wurden Anderungen vorgenommen. Grund dafiir war die Funktionsweise des
TagMan-qPCR-Gerates, welches Erhitzung und Abklhlung, wie in der Einleitung
dargelegt, auf eine andere Art und Weise durchfuhrt als das LC-Gerat.

Far die Quantifizierung mithife der TagMan-Methode bendtigt man eine
Standardreihe. Fir die Standardreihe wurden Transkripte mit KIT D816V Mutation
bzw. KIT Wildtyp-Transkripte in ein Plasmid kloniert und jeweils eine
Verduinnungsreihe hergestellt. Dies ist eine bewahrte Methode zur Herstellung einer
Standardreihe fur die qPCR. Eine weitere Mdglichkeit ware die Verwendung von
houskeeping Genen gewesen. Fur deren Amplifikation wird jedoch ein weiteres
Primer- und Sondenpaar benétigt. Die Effizienz der Amplifikation der Standardreihe
mit housekeeping Genen kann aufgrund der unterschiedlichen Primer stark von der
Effizienz der Amplifikation des eigentlichen targets abweichen und zu verfalschten
Ergebnissen fiihren. 47 Daher wurde die Entscheidung zugunsten der Herstellung
einer Plasmidstandardreihe, welche mit denselben Primern amplifiziert werden kann
wie das target, getroffen. Die hergestellten Standards konnen bei 4°C fur eine Woche
gelagert oder bei -20° C eingefroren und mehrmals aufgetaut werden. Die Plasmide
gelten als stabil, trotzdem kann es durch Lagerung und den Prozess des Einfrierens
und Auftauens zu Informationsverlust durch Degradation kommen. Dies ist jedoch ein
generelles Problem bei der Verwendung interner Standards fur die gqPCR und kann
nur durch die Anwendung anderer PCR-Methoden, wie der digitalen PCR, umgangen
werden, da die Quantifizierung hierbei ohne Standards erfolgt. Insgesamt ist es daher
wichtig, dass die Verdiunnungsreihe, gemal der Vorgaben gelagert und verarbeitet
wird. Bei der gPCR hangt die Genauigkeit der Messungen grundsatzlich, neben der
Qualitat der Primer und Sonden und der Reaktionsbedingungen, von der Qualitat der
Standardreihe ab. Die Qualitat der Standardreihe Iasst sich durch deren Robustheit
abbilden. Diese beschreibt, wie stark die Ct-Werte der einzelnen Verdinnungsstufen

zwischen den PCR-Laufen schwanken. Um die Robustheit der Standardreihe
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statistisch  zu verifizieren, wurden die Mittelwerte der Ct-Werte aller
Verduinnungsstufen, deren Standardabweichung und Varianz berechnet. Es zeigten
sich hier insgesamt geringe Standardabweichungen. Im Vergleich dazu waren die
Standardabweichungen der Ct-Werte im LC insgesamt hoher, das heil3t, sie zeigten
mehr Streuung. Lediglich bei der kleinsten Verdlinnungsstufe waren die
Standardabweichungen der TagMan-PCR fur den D816V-Assay hoher als die der LC-
gPCR. Dies konnte bedeuten, dass der neue TagMan-Assay bei den kleinsten
Verdunnungsstufen und damit bei sehr geringen Mutationsleveln nicht gleichermalien
prazise Ergebnisse liefert wie die LC-qPCR. Da der neue TagMan-Assay uber alle
anderen Verdunnungsstufen hinweg jedoch sehr geringe Standardabweichungen der
Ct-Werte aufweist, kann die Robustheit der Standardreihe insgesamt als ausreichend
betrachtet werden. Die Robustheit der Standardreihe ist die Grundlage fur prazise
Messergebnisse der gPCR. Ist die Standardreihe nicht robust oder weist sie
grundlegende Fehler auf, so sind die Ergebnisse der qPCR nicht zu verwerten. Dies
ist ein generelles Charakteristikum der qPCR. Universell einsetzbare
Referenzmaterialien fur RT-gPCR-Experimente, welche dann kommerziell erhaltlich
sind und zu einer besseren Standardisierung der gPCR Ergebnisse beitragen kdnnten,
werden entwickelt. % Hier entsteht allerdings wieder das Problem, dass
unterschiedliche Primerpaare, welche zu unterschiedlich effizienter Amplifikation von
target und Referenzmaterial fihren kénnen, zur Anwendung kommen. Wie in der
Einleitung dargelegt, verzichtet die Methode der digitalen PCR auf interne Standards.
Hier wird eine absolute Quantifizierung méglich, welche unabhangig von der Effizienz
der PCR und von internen Standards erfolgt. Dies macht die digitale PCR zu einer
attraktiven Methode, da gleich zwei mogliche Fehlerquellen, welche grof3en Einfluss
auf die Ergebnisse der PCR haben, wegfallen. Es ist anzunehmen, dass die digitale
PCR zuklnftig eine wichtige Rolle im Bereich molekulargenetischer

Detektionsmethoden einnehmen wird.

Grundsatzlich kann mit der PCR-Methode bei einer Effizienz von 100% mit jedem
PCR-Zyklus eine Verdopplung der eingesetzten DNA stattfinden. Anhand der Steigung
der Standardkurve, auch slope genannt, und des Korrelationskoeffizienten R? kann die
Effizienz der PCR bestimmt werden. Mit einer durchschnittlichen slope der
Standardkurve von -3,18 fur den D816V Assay und -3,19 fur den Wildtyp-Assay war
die Effizienz Uber 17 PCR-Laufe bei 105,6% (KIT D816V) und 106,3% (KIT Wildtyp

%). Aufgrund der Art der Berechnung der Effizienz kann rein rechnerisch eine Effizienz
58



Diskussion

von uber 100% erreicht werden. Ein Korrelationskoeffizient R? von 1 wirde bedeuten,
dass der Ct-Werte einer Verdlnnungsstufe der Standardreihe in jedem Fall anhand
des Ct-Wertes einer anderen Verdunnungsstufe vorhergesagt werden kann. Ein R?
von 0 wlrde bedeuten, dass es keinen Zusammenhang zwischen diesen Werten gibt.
Mit einem durchschnittlichen Korrelationskoeffizienten R? von > 0,99 fur die
vorliegenden Assays konnte die exzellente Effizienz der TagMan-gPCR bestatigt
werden. Dabei existieren viele Faktoren, welche die Effizienz eines PCR-Assays
beeinflussen kdnnen. Unter anderem spielen hierbei die Anzahl an Replikaten in den
Proben fur die Plasmid-Standards, die Spannweite der einzelnen Verdlinnungsstufen
und PCR-Inhibitoren eine Rolle. Aus den Ergebnissen lasst sich folgern, dass im

Hinblick auf diese Faktoren keine Veranderungen angezeigt sind.

Das Ziel der PCR-Messungen war es (i) eine Aussage treffen zu kénnen, ob die Probe
KIT D816V positiv oder negativ ist und (ii) festzustellen wie hoch die Allellast ist, so
dass anhand dieser Auswertung eine Verlaufsbeurteilung, z.B. unter Therapie, moglich
ist. Da es grundsatzlich zu falsch positiven und falsch negativen Messungen durch
Mismatch der Primer oder andere Storfaktoren kommen kann 49151 ist fir erstere
Fragestellung die Festlegung von Kriterien zur Definierung von positiv und negativ
notwendig. Bei der zuvor verwendeten LC-PCR war der Cut-Off-Wert fur als KIT
D816V positiv eingestufte Proben der Nachweis von 100 mutierten Transkripten. = galt
als positiv, < als negativ. Bei den Messungen mit der TagMan-Methode fiel auf, dass
ein Zusammenhang zwischen der Menge an detektierten Wildtyp-Transkripten und
mutierten Transkripten bestand. Je hoher die Zahl der Wildtyp-Transkripte, desto
héher war auch die Zahl der (falsch)-positiven KIT D816V-Transkripten. Die Grinde
hierfur kdnnen vielfaltig sein. Zum einen ist es mdoglich, dass die TagMan-PCR
sensitiver ist, das heil3t mehr Transkripte detektiert als die LC-PCR. Ein anderer Grund
konnte sein, dass die TagMan-PCR weniger spezifisch misst als die LC-PCR und es
zu mehr unspezifischen Bindungen der Primer und mehr falsch positiven Messungen
kommt. Die Frage kann letztendlich nicht sicher beantwortet werden, da keine
Referenzmethode verwendet werden konnte, sondern von der LC-PCR als Realitat
ausgegangen wurde. Aufgrund des Zusammenhangs zwischen der Hohe an Wildtyp-
Transkripten und mutierten Transkripten wurde entschieden, wildtypabhangige Cut-
Off-Werte fur die Unterscheidung zwischen positiv und negativ einzufihren. Die
Proben wurden nach Hohe der Wildtyp-Transkripte in funf Gruppen eingeteilt und

anhand der festgelegten Cut-off-Werte die LODs berechnet. Durch die Einfihrung der
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wildtypabhangigen Cut-off-Werte konnten sehr niedrige LODs und damit eine hohe
klinische Sensitivitdt und diagnostische Spezifitat erreicht werden. Wichtig ist,
zwischen analytischer und klinischer Sensitivitat bzw. analytischer und diagnostischer
Spezifitat zu unterscheiden. 47 Analytische Sensitivitdt bezeichnet die minimal
mdgliche Menge an D816V positiven Transkripten, die mit der PCR noch detektiert
werden kann. Die klinische Sensitivitat zeigt an, wie viele Individuen korrekt als positiv
fur die KIT D816V-Mutation erkannt werden. '#7 Analog dazu zeigt die analytische
Spezifitat, wie viele Molekule richtig als Wildtyp-Transkripte erkannt werden und die
diagnostische Spezifitat zeigt an, wie viele Individuen richtigerweise als D816V negativ
erkannt werden. Wahrend analytische Sensitivitdt und Spezifitat vor allem fur
Forschungszwecke eine Rolle spielen, sind klinische Sensitivitat und diagnostische
Spezifitat bei klinischen Fragestellungen wichtige Parameter. Da die TagMan-gqPCR in
der klinischen Diagnostik zur Anwendung kommen soll, war in diesem
Forschungsvorhaben die klinische Sensitivitat und die diagnostische Spezifitdt von
grol3er Relevanz. Durch die wildtypabhangigen Cut-off-Werte konnten sowohl sehr
gute klinische Sensitivitaten als auch diagnostische Spezifitaten erreicht werden. Vor
allem die gute klinische Sensitivitdt war von grol3er Bedeutung, da der Assay unter
anderem zur Erstdiagnose der SM eingesetzt werden soll und vermieden werden
muss, dass keine D816V positiven Patient*innen ein negatives Testergebnis erhalten.
Ein falsch negatives Ergebnis kann die Diagnosestellung und Therapieplanung
erschweren und herauszégern oder verhindern. Auch die diagnostische Spezifitat ist
wichtig, da ein falsch positives Ergebnis dazu flhren kann, dass bei einem®r
Patient*in, der*die weitere Kriterien erfullt, falschlicherweise die Diagnose einer SM
gestellt wird. Da die KIT D816V-Mutation nicht nur bei der SM, sondern auch bei
Patient*innen mit akuter myeloischer Leukamie auftreten kann %2, ist das Testergebnis
der gPCR zwar spezifisch fur KIT D816V, aber nicht spezifisch fur die SM und sollte
daher im Kontext weiterer klinischer, molekulargenetischer und laborchemischer

Faktoren betrachtet werden.

Zur Validierung der Cut-off-Werte wurde eine ROC-Analyse durchgefihrt, welche fur
jede, anhand der Wildtyp-Transkripte eingeteilte Gruppe an Proben die idealen Cut-
off-Werte fur positiv und negativ ermittelte. Fur jede Gruppe lagen die zuvor
festgelegten Cut-off-Werte im von der ROC-Analyse errechneten Bereich. Flr die
erste Gruppe mit Wildtyp-Transkripten < 999 lag der errechnete Bereich zwischen 14,6

und 17,1, der zuvor festgelegte Cut-off-Wert betrug 15. Fir die zweite Gruppe mit
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Wildtyp-Transkripten 1000 - 1999 lag der errechnete Bereich zwischen 28,6 und 30,8,
der zuvor festgelegte Cut-off-Wert betrug 30. Fur die dritte Gruppe mit Wildtyp-
Transkripten 2000 - 2999 lag der errechnete Bereich zwischen 47,8 und 55, der zuvor
festgelegte Cut-off-Wert betrug 50. Fur die vierte Gruppe mit Wildtyp-Transkripten
3000 - 9999 lag der errechnete Bereich zwischen 119,23 und 133,5, der zuvor
festgelegte Cut-off-Wert betrug 120. Fur die finfte Gruppe mit Wildtyp-Transkripten >
10.000 lag der errechnete Bereich zwischen 214 und 470, der zuvor festgelegte Cut-
off-Wert betrug 300. Bei allen Gruppen lagen die zuvor festgelegten Cut-off-Werte in
dem von der ROC-Analyse berechneten Bereich. Die Sensitivitat innerhalb des von
der ROC-Analyse berechneten Bereichs lag bei allen Gruppen zwischen 95,2 und
100%. Die 1 — Spezifitat lag bei allen Gruppen, auf3er Gruppe funf, bei 0 — 10%. Bei
der finften Gruppe war die 1 — Spezifitdt am unteren Ende des von der ROC-Analyse
berechneten Bereichs, d.h. bei 214, bei 33 % und am oberen Ende des Bereichs, d.h.
bei 470, bei 0 Prozent. Der von uns gewahlte Cut-off-Wert bei 300 verhinderte bei

100% der gemessenen Proben ein falsch-negatives Ergebnis.

Kristensen et al. '3 berechneten, anders als wir, die klinische Sensitivitat und
diagnostische Spezifitat ihres Assays anhand der Ct-Werte der Proben und legten
anschlieend Cut-off-Werte fur positiv und negativ fest. Der Ct-Wert beschreibt, wie
viele PCR-Zyklen es dauert, bis eine bestimmte Schwelle an Fluoreszenzsignal
Uberschritten wird. Grundsatzlich gilt also, dass der Ct-Wert hoher ist, je weniger
eingesetzte DNA vorhanden ist. Es gibt jedoch neben der Menge an eingesetzter DNA
weitere Faktoren, welche den Ct-Wert beeinflussen konnen. Wie viel
Fluoreszenzsignal durch ein DNA-Molekul erzeugt wird, hangt unter anderem vom pH-
Wert und damit von der Zusammensetzung des Master-Mixes ab. 54 Die Auswertung
anhand der tatsachlichen Anzahl an Transkripten und des Quotienten zwischen D816V
und Wildtyp-Transkripten erlaubt es, eine genaue Aussage Uber die Allellast zu treffen.
Aulerdem ist die Auswertung unabhangig von zuvor beschriebenen Einflussfaktoren
auf die Ct-Werte. Daher war die Auswertung anhand von Ct-Werten bei Kristensen et

al. nicht zielfUhrend.

Eine Moglichkeit zur Berechnung der analytischen Sensitivitat der Detektion von KIT
D816V mittels qPCR ist die Herstellung einer Verdunnungsreihe mit HMC-1-Zellen
(Human Mast Cell-1) und NB-4-Zellen. HMC-1-Zellen sind Zellen, welche urspringlich

von einem Patienten mit Mastzellleukamie stammen, die KIT D816V und V560G-
61



Diskussion

Mutation, sowie einen veranderten Karyotyp aufweisen und fir Studien dieser
Mutationen und der Mastzellfunktion eingesetzt werden. 55 NB-4-Zellen sind Zellen,
welche ursprunglich von einem Patienten mit akuter Promyelozytenleukamie stammen
und die typische zytogenetische Veranderung dieser Erkrankung, jedoch keine KIT
D816V und V560G-Mutation, aufweisen. '°® Durch Verdiinnung der HMC-1-Zellen in
NB-4-Zellen konnten bei drei Arbeitsgruppen mittels gPCR Sensitivitaten von 0,1% 4%
57 und 0,01% Allellast ** errechnet werden. Auch fiir die Validierung unserer TagMan-
PCR wurden Versuche mit HMC-1-Zellen gestartet. Diese fuhrten jedoch nicht zu
zufriedenstellenden Ergebnissen. Dies war vor allem zurickzuflhren auf den sehr
veranderten und schwer fir Experimente nutzbaren, komplex aberranten Karyotyp der
HMC-1-Zellen und wahrscheinlich auch der NB-4-Zellen. Die drei oben genannten
Studien fuhrten die Messungen auf DNA-Ebene durch, wahrend bei uns die
Messungen auf RNA/cDNA-Ebene erfolgten. Die reverse Transkription der RNA der
HMC-1-Zellen fihrte wahrscheinlich aufgrund oben beschriebener Veranderungen der
Zellen zu unverwendbaren Ergebnissen. Zudem wurde die Verdunnungsreihe anhand
von Zahlungen und Hochrechnungen vorgenommen, was zu ungenauen Ergebnissen
gefihrt haben koénnte. In meinen Versuchen wurden bei den Zelllinien nicht

vergleichbare Transkriptzahlen gemessen, sodass die Ergebnisse verworfen wurden.

Die Ergebnisse in Bezug auf die Accuracy zeigten, dass die Quotienten der TagMan-
PCR einen starken linearen Zusammenhang mit denen der LC-PCR haben. Sowohl
bei Proben mit einer niedrigen als auch mit einer hohen Allellast lie3 sich diese positive
Korrelation zeigen. Trotz der hdheren Quotienten im TagMan, waren auch

Patient*innen mit 0,1 — 1 % Allellast im LC im TagMan positiv.

Neben dem Einsatz zur Erstdiagnostik soll der neue Assay auch fir
Verlaufsbeurteilungen der Allellast zum Einsatz kommen. Vor allem beim Monitoring
der Resterkrankung nach Stammzelltransplantation erwies sich die gPCR-Methode als
hilfreich. 40 12° Es konnte demonstriert werden, dass es mit dem neuen TagMan-Assay
— genau wie mit der LC-PCR zuvor — mdglich ist, den Verlauf der Allellast anhand
verschiedener Proben zu  verschiedenen  Zeitpunkten  wahrend des
Krankheitsverlaufes zu monitoren. Zur Beurteilung des Krankheitsverlaufes spielen die
hdheren Quotienten, welche mit der TagMan-PCR gemessen werden, keine Rolle.
Genau wie die LC-PCR zuvor kénnen Veranderungen in der Allellast sicher detektiert

werden. In einer Ubergangsphase sollten Proben mittels TagMan-PCR und LC-PCR
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gemessen werden. Es sollten die Ergebnisse beider Systeme ausgewiesen werden
und bei diskrepanten Ergebnissen diese mit der/den zustdndigen Behandler*in

engmaschig diskutiert werden.

In jedem PCR-Lauf werden zwei Replikate pro Probe gemessen. Die Korrelation
zwischen diesen beiden Replikaten nennt man Intraassayvariabilitat oder
Repeatability. Die Korrelation zwischen den gleichen Replikaten in unterschiedlichen
PCR-Laufen bezeichnet man als Interassayvariabilitdt oder Reproducibility. Fur beides
konnten starke positive Korrelationen berechnet werden (Intraassayvariabilitat, r=0,97;
Interassayvariabilitat, r=0,99). Dies bedeutet, dass die PCR zuverlassig zu
gleichbleibenden Ergebnissen kommt. Die Robustheit der Standardreihe spiegelt sich
auch in den Ergebnissen der Proben wider. Ausschlaggebend flur eine gute Intra- und
Interassayvariabilitat ist neben der Qualitdt des PCR-Assays auch die Arbeitsweise
der die Messungen durchfiihrenden Person. Prazise und reproduzierbare Ergebnisse
konnen nur durch konstant sauberes Arbeiten erreicht werden. Die gPCR wurden nur
im wissenschaftlichem Labor der lll. Medizinischen Klinik durchgefihrt wurde. Da die
Ergebnisse von gPCR-Experimenten, trotz eines hohen Malies an Standardisierung,
von Labor zu Labor unterschiedlich sein konnen %8 war der Vergleich anderen
Laboren angedacht. Diese externe Qualitatskontrolle konnte jedoch bisher nicht
erfolgen, da weltweit sehr wenige Labore KIT D816V auf RNA/cDNA-Ebene messen.
Fur die Anwendung als diagnostisches Instrument ist die alleinige Validierung in dem

gewahlten Labor jedoch ausreichend.

Ein grundlegendes Problem bei Messungen auf RNA/cDNA-Ebene ist, dass die
meisten menschlichen Gene nach der Transkription von DNA zu RNA noch durch
alternatives Splicing verandert werden. '° Die Splicevarianten werden in
verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert und es entstehen unterschiedliche
Isoformen von Proteinen. Es kann auch passieren, dass aus einer mRNA kein Protein
translatiert wird. Das alleinige Vorhandensein von mRNA hat also nicht zwangslaufig
zur Folge, dass ein funktionsfahiges Protein entsteht. %0 In diesem Zusammenhang
ist es fur das Verstandnis der Genexpression auch wichtig, Informationen Uber das
Vorhandensein und die Funktion von micro-RNAs zu haben, da diese die Translation
von mRNA in Proteine regulieren. 8" Allgemein missen Primer fiir Messungen auf
RNA/cDNA-Ebene exonbasiert sein. Bei der Auswahl der Primer ist darauf zu achten,

dass mdglichst viele von den bekannten Splicevarianten detektiert werden kénnen.
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Dies lasst sich anhand von Datenbanken zu Splicevarianten nachprifen. Welche
Splicevarianten von KIT D816V bei der SM von Relevanz sind, kdnnte Gegenstand
weiterer Forschung sein, um die Auswirkungen der Allellast und Genexpression besser

zu verstehen und einzuordnen.

Ein weiteres Charakteristikum von RNA ist, dass sie instabiler ist als DNA. Dies hat
zur Folge, dass die RNA-Level leichter durch Lagerung und Verarbeitung verandert
werden konnen. Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Qualitat und Konzentration
der RNA durch Einfrieren bei -120°C nicht verandert wird %2, jedoch ist anzunehmen,
dass dies nicht fur jede RNA und jedes Gewebe gilt. In jedem Fall ist die Art der
Lagerung und die sorgfaltige Verarbeitung der RNA von grofer Relevanz fur die

Ergebnisse der gPCR.

Die Reinheit der RNA wurde mittels Nanodrop-Messungen dberprift. Um
Degradierung oder Verunreinigungen zu vermeiden wurde direkt im Anschluss die
cDNA-Synthese durchgefuhrt. Nach der cDNA-Synthese wurden die Proben bei -20
°C gelagert und kurz vor der Durchfihrung der gPCR aufgetaut. Dies ist eine sichere
Art der Lagerung, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sie einen
Einfluss auf die Ergebnisse der gPCR hat. Studien zur Evaluation des Einflusses der
RNA-Reinheit und Integritat auf die Performance und Effizienz der qPCR finden derzeit
statt. Erste Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine leichtgradige Degradierung der
RNA nur einen geringen Einfluss auf die Ergebnisse der qPCR hat und, dass der Effekt
von der Art des urspriinglich eingesetzten Gewebes abhangt. % Aufgrund der
steigenden Relevanz von Genexpressionsanalysen ist Forschung auf diesem Gebiet

von groRer Wichtigkeit.

Unter 1.3.8 bin ich bereits auf die Unterschiede sowie die Vor- und Nachteile der
Detektion auf RNA/cDNA-Ebene bzw. auf Ebene von gDNA eingegangen.
Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass bei der Verarbeitung und Messung
von RNA/cDNA auf Fehlerquellen wie z.B. die Instabilitdt der RNA, das Splicing oder
den zusatzlichen Schritt der reversen Transkription geachtet werden muss. Sofern
diese in der Beurteilung der Ergebnisse mit einbezogen werden, bietet die Messung
auf RNA/cDNA-Ebene die einzigartige Mdglichkeit, Aussagen Uber die tatsachliche

Expression von Genen treffen zu kdnnen, was einen wichtigen Fortschritt im Hinblick
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auf molekulargenetische Detektionsmethoden fur Diagnostik und Therapieplanung in

der Medizin darstellt.

Aufgrund der Weiterentwicklung und steigenden prognostischen und diagnostischen
Relevanz quantitativer PCR-Assays fur KIT D816V wurde fur den zweiten Teil dieser
Arbeit die Vergleichbarkeit DNA-basierter dPCR (VAF) mit RNA/cDNA-basierter (EAB)
gPCR flir den Nachweis von KIT D816V untersucht. Obwohl Sensitivitat und Spezifitat
vergleichbar sind, existieren nur wenige Daten Uber die Vergleichbarkeit zwischen KIT
D816V EAB und VAF. 40 141, 164

Es wurde eine grof3e Kohorte von 40 Patient*innen mit ISM und 121 Patient*innen mit
AdvSM untersucht. Wahrend EAB und VAF bei Patient*innen mit ISM korrelierten, war
die Korrelation bei Patient*innen mit AdvSM vergleichsweise schwacher. Bei einem
Drittel der Patient*innen mit AdvSM war der EAB zwei Mal so hoch wie die VAF, was
auf eine erhohte Transkriptionsaktivitdt von KIT D816V in diesen Patient*innen
hindeutet. Die ausldsenden Faktoren fur die erhdhte Transkriptionsaktivitat sind bisher
ungeklart und beduirfen weiterer Untersuchung. Als Mal} fur die Transkriptionsaktivitat
fuhrten wir die EAB/VAF Ratio oder den EAB/VAF Koeffizienten ein. Je hdher die
Ratio, desto hoher ist die Transkriptionsaktivitat. Allgemein war die EAB/VAF Ratio bei
Patient*innen mit AdvSM hoher als bei Patient*innen mit ISM. Jedoch gab es auch
innerhalb der AdvSM-Gruppe starke Unterschiede. Per ROC-Analyse ermittelten wir
einen Cut-off-Wert flr die EAB/VAF Ratio von 2 fiir die Unterteilung der Patient*innen
mit AdvSM in Kohorte A und B.

Im nachsten Schritt stellte sich die Frage, ob eine hdhere Transkriptionsaktivitat fur
KIT D816V bei der AdvSM von prognostischer Relevanz ist. Daher wurde die
Bedeutung der EAB/VAF Ratio in Bezug auf das Gesamtlberleben (overall survival,
OS) mittels Cox-Regressionsanalyse untersucht. Diese zeigte ausschliefdlich fur den
EAB/VAF Koeffizienten > 2 signifikante Werte (p=0,006) nicht jedoch fur den VAF
(p=0,657) oder EAB (p=0,658) allein. Bei Patient*innen mit einem EAB/VAF
Koeffizienten > 2 war das OS signifikant geringer (p=0,005). Dies deutet darauf hin,
dass ein EAB/VAF Koeffizient > 2 einen negativen prognostischen Marker fur das OS
bei der AdvSM darstellt. Interessant ist hierbei, dass die EAB alleine nicht prognostisch
relevant zu sein scheint. Dies verdeutlicht, dass bei diesem Patient*innenkollektiv die

Transkriptionsaktivitat ausschlaggebend ist, und nicht die Allellast auf gDNA-Ebene.
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Patient*innen mit einem EAB/VAF Koeffizienten von > 2 zeigten zudem einen
aggressiveren Phanotyp als diejenigen mit einem EAB/VAF Koeffizienten < 2. Sie
zeigten niedrigere Hamoglobinwerte, hohere Monozyten-Level, hohere Werte fur die
alkalische Phosphatase und mehr High-Risk Mutationen (Mutationen im SRSF2,
ASXL1, RUNX1 Genpanel). Es ist anzumerken, dass Patient*innen mit einem
EAB/VAF Koeffizienten von > 2 durchschnittlich 6 Jahre alter waren, als diejenigen mit
einem EAB/VAF Koeffizienten < 2, was einen Einfluss auf das Gesamtuberleben
haben kann und einen Hinweis darauf liefern kdnnte, dass die Transkriptionsaktivitat
mit der Zeit Uber den Krankheitsverlauf hinweg zunimmt. Zusammenfassend zeigten
die Ergebnisse, dass eine erhdhte KIT D816V Transkriptionsaktivitat, definiert durch
einen EAB/VAF Koeffizienten von > 2, mit einem aggressiven Phanotyp und

schlechterem Gesamtuberleben assoziiert ist.

Auch bei anderen myeloischen Neoplasien spielt die molekulargenetische Analyse
verschiedener Gene eine Rolle in der Diagnostik und Verlaufsbeurteilung der
Erkrankungen. Bis heute gibt es jedoch nur wenige Berichte, die Mutationsanalysen
auf DNA und RNA/cDNA-Ebene in hamatologischen Neoplasien vergleichen. 132. 165
Bei myeloproliferativen Neoplasien wurden mittlerweile mehrere somatische
Mutationen, welche pathophysiologisch relevant sind, beschrieben. % Relevant ist
hierbei die JAK2 V617F Mutation, welche bei 95 % der Patient*innen mit Polycythamia
vera (PV) und bei ca. 50 % der Patient*innen mit Essenzieller Thrombozythamie (ET)
und Primarer Myelofibrose (MF), vorhanden ist. Wie KIT D816V ist auch JAK2 V617F
eine Punktmutation in einer Rezeptortyrosinkinase und fuhrt GUber ahnliche
Mechanismen wie KIT D816V zu einer unkontrollierten Zellproliferation. Bei
Patient*innen mit ET und PV konnten Diskrepanzen zwischen der JAK2 V617F
Allellast auf DNA und RNA/cDNA-Ebene gefunden werden. Auch bei Patient*innen mit
akuter myeloischer Leukamie konnten diese Diskrepanzen im Hinblick auf die EAB
und VAF der Typ A NPM1 Mutation nachgewiesen werden. 132 133, 165 Djgge
Untersuchungen zeigten signifikant hohere Mutationslevel auf RNA/cDNA Ebene. Dies
deutet auf eine hdhere Sensitivitdt der RNA-basierten Assays hin. Im Hinblick auf die
Spezifitat zeigten die Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
gDNA und RNA/cDNA-basierten Assays. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen einer erhdhten Allellast auf
RNA/cDNA-Ebene bei JAK2 V617F und einem schlechteren klinischen Outcome
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hergestellt werden. Dies lag vermutlich vor allem an der geringen Anzahl an
untersuchten Patient*innen, so dass weitere Untersuchungen im Hinblick auf die
klinische Relevanz der erhdohten Allellast auf RNA/cDNA-Ebene anzustreben sind, um
den moglichen Einfluss auf den Phanotyp und die Prognose der Erkrankungen zu
evaluieren. Ob RNA/cDNA-basierte Assays zur Diagnostik bei der SM und bei
myeloproliferativen Neoplasien DNA-basierten Assays vorgezogen werden sollten,
hangt unter anderem von den Ergebnissen dieser Untersuchungen ab. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit legen diese Empfehlung im Hinblick auf KIT D816V bei der SM

nahe.

67



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die systemische Mastozytose ist eine seltene und heterogene Stammzellerkrankung,
die durch eine pathologische Proliferation und Akkumulation von Mastzellen in
verschiedenen Organsystemen gekennzeichnet ist. Die KIT D816V Mutation ist bei
>90 % der Patient*innen detektierbar. Diese aktivierende Punktmutation bestimmt den
Phanotyp der systemischen Mastozytose und spielt eine wesentliche Rolle in der
Pathophysiologie. Die Detektion von KIT D816V ist sowohl initial als
Diagnosekriterium, als auch im Verlauf als Parameter fur das Therapieansprechen und
die Prognose von grol3er Relevanz. Da die Mutationslast, vor allem im peripheren Blut,
sehr gering sein kann (<1 %), sind konventionelle Sequenzierungsmethoden, aufgrund

ihrer geringen Sensitivitat (>1 %), nicht fur den Nachweis von KIT D816V geeignet.

Das erste Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung und Validierung einer auf der
TagMan-Methode basierenden gPCR zur Detektion von KIT D816V auf cDNA-Ebene,
die im Vergleich zu konventionellen Sequenzierungsmethoden eine Sensitivitat von
<0,1 % erreicht. Daflir wurden Primer und eine Sonde eines bereits inhouse etablierten
LightCycler-Assays auf die neue TagMan-Methode angepasst und eine Plasmid-
Standardreihe etabliert. Fur die Etablierung wurden 116 KIT D816V positive
Patient*innenproben, sowie 74 gesunde Blutproben (Negativkontrollen) verwendet.
Anhand der Anzahl gemessener KIT D816V und Wildtyp-Transkripte konnte der Anteil
von KIT D816V am Gesamt-KIT prozentual berechnet werden. Zusatzlich wurden
wildtypabhangige Cut-off-Werte flir D816V eingefiihrt und die klinische Sensitivitat und
diagnostische Spezifitdat bestimmt. Die im TagMan berechneten Quotienten wurden
anhand der im LightCycler gemessenen Quotienten, validiert. Zur Bestimmung der
Intra- und Interassayvariabilitdt wurde die Korrelation zwischen den Replikaten
innerhalb eines PCR-Laufes und zwischen mehreren PCR-Laufen berechnet. Die
Robustheit der Plasmid-Standardreihe wurde anhand der Standardabweichungen der
Ct-Werte berechnet. Die Plasmid-Standardreihe war robust, die Effizienz der g°PCR
durchgehend bei mindestens 100%, die Genauigkeit war hoch und die Intra- und
Interassayvariabilitat gering. Durch die Einfihrung der wildtypabhangigen Cut-off-
Werte waren die klinische Sensitivitat und diagnostische Spezifitdt hoch, sodass die

TagMan-PCR als Assay fur die klinische Diagnostik zukunftig eingesetzt werden kann.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Fragen (i) inwiefern die KIT

D816V Allellast auf RNA/cDNA und gDNA-Ebene bei unterschiedlichen Subtypen der
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systemischen Mastozytose miteinander korrelieren und (ii) ob sich anhand der KIT
D816V Allellast auf RNA vs. DNA-Ebene prognostische Aussagen im Hinblick auf das

Gesamtuberleben treffen lassen.

Ist die Allellast auf RNA-Ebene héher als auf DNA-Ebene, spricht das fir eine erhdhte
transkriptionelle Aktivitat und damit flr eine starkere Expression des Gens. Anhand
historischer Kohorten wurde gezeigt, dass die KIT D816V Allellast bei Patient*innen
mit indolenter systemischer Mastozytose auf RNA und DNA-Ebene vergleichbar ist.
Jedoch gibt es nur wenig Daten zur Korrelation zwischen RNA/cDNA und gDNA-
basierten quantitativen Auswerteverfahren bei Patient*innen mit fortgeschrittener

systemischer Mastozytose.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 40 Patient*innen mit indolenter systemischer
Mastozytose und 121 Patient*innen mit fortgeschrittener systemischer Mastozytose
untersucht. Wahrend die Allellast auf RNA und gDNA-Ebene bei indolenter
systemischer Mastozytose korrelierte, war die Korrelation bei Patient*innen mit
fortgeschrittener systemischer Mastozytose schwacher. Bei einem Drittel der
Patient*innen mit fortgeschrittener systemischer Mastozytose war die Allellast auf
RNA-Ebene mindestens zwei Mal so hoch wie die Allellast auf gDNA-Ebene, was auf
eine erhdhte Transkriptionsaktivitat von KIT D816V bei diesen Patienten*innen
hindeutet. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass das Gesamtuberleben von
Patient*innen, bei denen die RNA/gDNA Ratio > 2 war, signifikant geringer ist, als bei
Patient*innen, mit einer RNA/gDNA Ratio von < 2.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation ist die Entwicklung und Validierung einer auf
der TagMan-Methode basierenden gPCR zur Detektion von KIT D816V auf cDNA-

Ebene gelungen.

Die Ergebnisse im zweiten Teil dieser Arbeit zeigen, dass eine erhdhte KIT D816V
Transkriptionsaktivitat, definiert durch einen RNA/DNA Koeffizienten von > 2, mit

einem aggressiven Phanotyp und schlechterem Gesamtuberleben assoziiert ist.

Fir Patient*innen mit systemischer Mastozytose kann zuklnftig eine
verbesserte/sensitivere Diagnostik angeboten werden. AuRerdem kann die parallele
Messung von KIT D816V auf RNA und DNA-Ebene bei Patient*innen mit
fortgeschrittener systemischer Mastozytose als zusatzlicher prognostischer Marker

dienen.
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