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TET2-mutaties komen frequent voor
bij myeloide maligniteiten

TET2 mutations frequently occur in myeloid malignancies

Auteurs S.M.C. Langemeijer, M.G. Aslanyan en J.H. Jansen
Trefwoorden TET2, myeloide maligniteiten, methylering, 5-hydroxymethylcytosine
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Samenvatting

Kennis over genetische afwijkingen die een rol
spelen bij het ontstaan van myeloide maligniteiten
is belangrijk voor de diagnostiek, het inschatten
van de prognose en de ontwikkeling van gerichte
therapie. Recentelijk is gevonden dat afwijkingen
in het TET2-gen frequent voorkomen bij veel
verschillende myeloide maligniteiten. TET2 speelt
waarschijnlijk een rol bij de omzetting van 5-
methylcytosine naar 5-hydroxymethylcytosine,
waardoor de effecten van DNA-methylering in de
cel beinvloed kunnen worden. TET2 is mogelijk een
prognostische marker bij myeloide maligniteiten
en een aangrijpingspunt voor ontwikkeling van
nieuwe behandelingen.

(Ned Tijdschr Hematol 2010;7:131-7)

Inleiding

Myeloide maligniteiten bestaan uit een grote groep
heterogene ziektebeelden met een wisselend klinisch
beloop (zie 7abel 1).! Kennis over de genetische
afwijkingen die ten grondslag liggen aan deze aan-
doeningen kan bijdragen aan de diagnostiek, het
inschatten van de prognose en het toepassen van
‘targeted therapy’. Zo draagt de aanwezigheid van
een JAK2-mutatie bij aan de diagnose ‘myeloproli-
feratieve neoplasmata (MPN)’, is de prognose van
patiénten met een myelodysplastisch syndroom
(MDS) en een deletie op de lange arm van chromo-
soom 7 relatief slecht, en worden acute myeloide
leukemie (AML)-M3-patiénten met een afwijking
van de vitamine A-receptor (PML-RAR) met
vitamine A (ATRA) behandeld.

De ontwikkeling van technieken waarmee het hele
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Summary

Knowledge of the genetic aberrations that are
involved in the pathogenesis of myeloid malig-
nancies is important for diagnostics, prediction
of prognosis and the development of targeted
therapies. Defects of the TET2 gene have recently
been found in a variety of myeloid malignancies.
Most likely, TET2 is involved in the conversion of
5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine,
which may influence the effects of DNA methyl-
ation in the cell. TET2 may be a prognostic marker
in myeloid malignancies and a target for the
development of novel therapies.

genoom van de maligne myeloide cellen met
grote resolutie onderzocht kan worden, zoals ‘single
nucleotide polymorphism’ (SNP)-arrays, heeft de
identificatie van nieuwe genetische afwijkingen in
een stroomversnelling gebracht. Met behulp van deze
technieken hebben wij en anderen recentelijk gevonden
dat het ‘ten-eleven translocation-2" (TET2)-gen frequent
is aangedaan bij myeloide maligniteiten.>?

Afwijkingen in het TET2-gen

TET?2 behoort samen met TET1 en TET3 tot de
groep van de TET-eiwitten. De aanduiding ‘ten-eleven
translocation’ verwijst naar de identificatie van 7E7]
(gelegen op chromosoom 10) als fusiepartner van
MLL (op chromosoom 11) in enkele AML-patiénten
met een translocatie tussen chromosomen 10 en 11.

HEMATOLOGIE



Tabel 1. WHO-classificatie van myeloide maligniteiten.

Myeloproliferatieve neoplasmata (MPN)

(chronische myeloide leukemie (BCR-ABL), chronische neutrofiele leukemie, polycythaemia vera (PV), primaire
myelofibrose (PMF), essentiéle trombocytose (ET), chronische eosinofiele leukemie (‘not otherwise specified'),
mastocytose, myeloproliferatieve ziekte, niet classificeerbaar (MPN, U))

Myeloide maligniteiten met eosinofilie en afwijkingen van PDGFRA, PDGFRB of FGFR1

Myelodysplastische/myeloproliferatieve neoplasmata (MDS/MPN)

(chronische myelomonocytaire leukemie, atypische chronische myeloide leukemie, juveniele
myelomonocytaire leukemie, myelodysplastische/myeloproliferatieve maligniteit niet classificeerbaar (MDS/
MPN, U), refractaire anemie met ringsideroblasten en trombocytose (RARS-T))

Myelodysplastische syndromen (MDS)

(refractaire anemie met éénlijnige dysplasie, refractaire anemie met ringsideroblasten, refractaire anemie
met meerlijnige dysplasie, refractaire anemie met toegenomen blasten, myelodysplastisch syndroom met
geisoleerde del(5q), myelodysplastisch syndroom, niet classificeerbaar (MDS,U), myelodysplastisch syndroom

van de kinderleeftijd)

Acute myeloide leukemie (AML)

(AML met terugkerende mutaties, AML met myelodysplasie-gerelateerde veranderingen, therapie-gerelateerde
myeloide maligniteiten, myeloid sarcoom, myeloide proliferaties gerelateerd aan syndroom van Down,

blastaire plasmacytoide dendritische celmaligniteiten)

U='unclassifiable', PDGFR='platelet derived growth factor receptor’, FGFR1="fibroblast growth factor receptor 1!

Het TET2-gen ligt op de lange arm van chromosoom
4 en codeert voor een eiwit van 2.002 aminozuren.
Alternatieve splicing van het RNA kan daarnaast
leiden tot de vorming van 2 kortere eiwitten van
respectievelijk 1.194 en 1.165 aminozuren. Deze
splicevarianten missen de 2 geconserveerde gebieden
in het C-terminale deel van de langste isoform van
het eiwit. Mutaties worden in wisselende frequentie
gevonden bij de diverse myeloide maligniteiten (zie
Tabel 2, pagina 133)."* Hoewel melding is gemaakt
van een 7E72-mutatie bij 1 patiént met philadelphia-
chromosoompositieve acute lymfatische leukemie, is
de aanwezigheid van TE72-mutaties bij de lymfoide
maligniteiten nog nauwelijks onderzocht.”” Aangezien
bij sommige ziektebeelden het 7E72-gen vooralsnog
bij een beperkt aantal patiénten bestudeerd is, zullen
deze frequenties in de toeckomst mogelijk aangepast
moeten worden. Nonsense- en frameshiftmutaties,
potentieel leidend tot een getrunceerd eiwit, en
missensemutaties en inframe-inserties en -deleties zijn
beschreven. Hoewel de missensemutaties met name
gelokaliseerd zijn in de 2 geconserveerde regio’s,
treden mutaties verspreid over het hele 7E72-gen
op. Bij een deel van de patiénten is 1 van de 7E72-
allelen aangetast, maar ook worden vaak biallelische
afwijkingen gevonden, bestaande uit 2 verschillende
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of 2 identieke 7E72-mutaties. In het laatste geval is
er sprake van mitotische recombinatie (uniparentale
disomie) op de lange arm van chromosoom 4. Hierbij
is een deel van het ene chromosoom verloren gegaan
en hersteld door het betreffende deel van het over-
gebleven chromosoom te kopiéren. Een mutatie die
eerst op slechts 1 chromosoom aanwezig was, is
hierna in beide chromosomen terug te vinden. Ten
slotte zijn er patiénten beschreven met een (micro-)
deletie van 1 7ET2-gen en een mutatie in het over-
gebleven gen. Vooralsnog is er geen verband aan-
getoond tussen het aantal 7E72-genen dat is
aangedaan, de soort mutatie en het klinisch beeld.

TET2-mutaties in combinatie met andere
genetische afwijkingen

TET2-mutaties treden in de verschillende myeloide
maligniteiten regelmatig op in combinatie met
andere mutaties, zoals JAK2 bij MPN (zie Tabel 3,
pagina 134).>” De fase van ziekte waarin 7E72-
afwijkingen ontstaan kan meer inzicht verschaffen
in de rol die 7E72 speelt bij myeloide maligniteiten.
Afwijkingen in het7ET2-gen zouden tumorinitiérende
mutaties kunnen zijn, die op zichzelf nog niet leiden
tot een uitgesproken maligne uitgroei. Afhankelijk
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Tabel 2. Frequentie van TET2-mutaties bij myeloide maligniteiten.

Ziektebeeld

chronische myeloide leukemie*
polycythaemia vera

primaire myelofibrose
essentiéle trombocytose
systemische mastocytose
chronische eosinofiele leukemie

myeloide maligniteiten met PDGFRA/B/FGFR-afwijkingen
atypische chronische myeloide leukemie

chronische myelomonocytaire leukemie

RARS-t

myelodysplastisch syndroom

acute myeloide leukemie

Frequentie TET2-mutaties®'*

12%
10-16%
8-27%
4-10%
29%
13%

sporadisch
30%
20-42%
11-26%
20-26%

6-19%

*TET2-mutaties zijn alleen aangetoond bij ziekte in geaccelereerde fase en blastencrisis. PDGFR="platelet
derived growth factor receptor’, FGFR1="fibroblast growth factor receptor 1', RARS-t=refractaire anemie met

ringsideroblasten en trombocytose.

van het vervolgens optreden van mutaties in andere
genen, zouden zich verschillende soorten ziekte-
beelden kunnen ontwikkelen. 7E72-mutaties zouden
ook pas kunnen ontstaan in een reeds klonale cel-
populatie met (een) andere genetische afwijking(en).
Tenslotte zouden 7E72-mutaties verantwoordelijk
kunnen zijn voor verdere progressie van een myeloide
maligniteit. De eerste publicaties over 7E72 wijzen
op het vroeg ontstaan van 7E72-mutaties tijdens
de ontwikkeling van verschillende myeloide malig-
niteiten. Wij toonden aan dat bij patiénten met een
MDS- en een TET2-mutatie, de mutaties detecteer-
baar zijn in het grootste deel van de beenmergcellen.
Dit impliceert dat 7E72-afwijkingen niet alleen
in een kleine subkloon van cellen aanwezig zijn.?
Bij myeloproliferatieve syndromen is bij meerdere
patiénten aangetoond dat de 7E72-mutatie optrad
voorafgaand aan de /AK2-mutatie.’ In meer recente
studies wordt echter vermeld dat 7E72-mutaties
juist in een later stadium van ziekte optreden. Bijj
een aantal MPN-patiénten trad de /AK2-mutatie
wel vroeger op dan de 7E72-mutatie.”"” Bovendien
werden mutaties wel gevonden bij chronische
myeloide leukemie (CML)-patiénten met ziekte in
geaccelereerde fase of blastencrisis, maar niet in de
chronische fase.”? Dit wijst eerder op een rol van
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TET?2 bjj ziekteprogressie.

Functie van TET-eiwitten

De functie van de TET-eiwitten was tot voor kort
onbekend. Recentelijk is beter inzicht in de functie
ontstaan door bestudering van de geconserveerde
gebieden van de TET-eiwitten. Alle TET-eiwitten
bevatten 2 geconserveerde gebieden in het C-
terminale deel. In het geval van TET1 is recentelijk
aangetoond dat deze regio’s betrokken zijn bij de
omzetting van 5-methylcytosine (5-mC) naar 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC) (zie Figuur I,
pagina 135)."® 5-mC ontstaat door de methylering
van de vijfde koolstofgroep van cytosine in het
DNA. Door methylering van delen van het DNA
kunnen onder meer specificke methylbindende
eiwitten worden aangetrokken, een proces dat
meestal resulteert in het onderdrukken van de
expressie van het nabijgelegen gen of genen. De
vorming van 5-hmC uit 5-mC zou mogelijk de re-
krutering van deze methylbindende eiwitten kunnen
tegengaan en zodoende hun effect blokkeren of via
een ander mechanisme leiden tot demethylering van
het DNA.”?° Hierdoor kan de expressie van genen
beinvloed worden. Onderzoek naar de rol die 7E72
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Tabel 3. Genafwijkingen samengaand met TET2-mutaties.

Gen Functie Ziektebeeld?-1216.21.22

mutaties

JAK2 signaaltransductie MPN (PV, ET, PMF), MDS/MPN (RARS-t)
KIT signaaltransductie MPN (systemische mastocytose)

MPL signaaltransductie MPN (PMF), MDS/MPN (RARS-t)

MLL histonmethylering AML

ASXL1 chromatine remodellering MPN, secondaire AML

c-Cbl E3 ubiquitine ligase MPN (MPN-U), MDS/MPN (CMML)
RAS signaaltransductie MDS/MPN (CMML)

NPM1 nucleo-cytoplasmatisch transport AML

fusiegenen

PML-RAR transcriptiefactor AML

BCR-ABL signaaltransductie MPN (CML, alleen geaccelereerde fase

FIP1L1-PDGFRA signaaltransductie

en blastencrisis)
myeloide maligniteiten met PDGFRA-
afwijkingen

MPN=myeloproliferatieve neoplasmata, PV=polycythaemia vera, ET=essentiéle trombocytose, PMF=primaire
myelofibrose, MDS=myelodyplastische syndromen, RARS-t=refractaire anemie met ringsideroblasten en
trombocytose, AML=acute myeloide leukemie, CMML= chronische myelomonocyten leukemie,
CML=chronische myeloide leukemie, PDGFRA="platelet derived growth factor receptor A!

bij deze processen speelt, kan in de toekomst meer
opheldering geven over de invloed van TET2-

mutaties op het ontstaan van myeloide maligniteiten.
y! g

TET2 in muismodellen

De effecten van TE72-knock-out in een muismodel
zijn tot dusverre niet beschreven. In een studie
van Delhommeau et al. werden wel NOD-SCID-
muizen getransplanteerd met cellen afkomstig van
MPN-patiénten met een 7E72-mutatie.” De TET2-
gemuteerde cellen bleken langer te overleven in de
getransplanteerde muis dan de niet-gemuteerde
cellen. Bovendien werden in de muizen met name
humane myeloide progenitorcellen teruggevonden,
terwijl het lymfoide compartiment normaalgesproken
het eerst repopuleert. Dit wijst op een groeivoordeel
van TET2-gemuteerde myeloide cellen.

TET2-expressie in normale en maligne
hematopoétische cellen

In overeenstemming met de voorspelde functie van
TET2 blijkt, uit studies waarin 7E72 tot over-
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expressie wordt gebracht, dat het eiwit zich in de
celkern bevindt (zie Figuur 2, pagina 135). De endo-
gene TET2-expressie is in een panel aan gezonde
weefsels en hematopoétische cellen op mRNA-
niveau bestudeerd.” Hieruit is gebleken dat 7E72
het hoogst tot expressie komt in hematopoétische
cellen, met name in granulocyten. In granulocyten
van MDS-patiénten vonden wij een verlaagde ex-
pressie van 7ET2.? Deze verlaagde expressie trad op
onafhankelijk van mutaties in het 7E72-gen.

TET2-mutaties en diagnostiek, prognose en
behandeling van myeloide maligniteiten
Onderzocht moet worden of detectie van mutaties
in TET2 als marker van klonale ziekte een bijdrage
kan leveren aan de diagnostick van bijvoorbeeld
MDS. Op dit moment is de sequentieanalyse van
TET2 nog arbeidsintensief, aangezien de mutaties
over het gehele gen verspreid zijn en er niet een
duidelijke voorkeursregio is. Nieuwe technicken die
snelle sequentieanalyse mogelijk maken zouden dit
bezwaar weg kunnen nemen.

Een aantal studies is inmiddels gepubliceerd waarin
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Figuur 1. Omzetting van cytosine naar 5-methylcytosine en

vervolgens 5-hydroxymethylcytosine. Het TET1-eiwit speelt
een rol bij de laatste stap.

een effect van 7E72-mutaties op de prognose van
patiénten met myeloide maligniteiten wordt gerap-
porteerd. De prognose van patiénten met AML en
chronische myelomonocyten leukemie (CMML)
zou slechter zijn bij aanwezigheid van een TET72-
mutatie.**>** In 1 studie wordt gerapporteerd dat de
prognose van MDS bij 7E72-mutaties juist relatief
gunstig is.”> Voor een beter inzicht in het effect van
TET2-mutaties op de prognose van patiénten zullen
de resultaten van grotere studies afgewacht moeten
worden.

Zoals besproken in het begin van dit overzicht,
beinvloedt 7ET2 waarschijnlijk DNA-methylering,.
Mogelijk dragen 7E72-mutaties bij aan de hyper-
methylering die bij verschillende myeloide maligni-
teiten gezien wordt.”**” Onderzoek of patiénten met
een 7ET2-mutatie een specifieke respons laten zien
na behandeling met demethylerende medicatie is op
dit moment gaande. Binnen de HOVON is even-
eens een studie gestart (HOVON 89) om de invloed
van TET2-mutaties en andere moleculaire afwijkingen
te bestuderen bij MDS-patiénten voor en tijdens de
behandeling met lenalidomide.

Conclusie

TET2 is een frequent gemuteerd gen bij myeloide
maligniteiten. De rol van 7E72 in de pathogenese
van deze aandoeningen moet nog verder onderzocht
worden, maar biedt mogelijk aangrijpingspunten
voor de ontwikkeling van een nieuwe diagnostische
en prognostische marker en nieuwe vormen van

behandeling.
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TET2 isoform 1

TETZ2 isoform 1

TETZ2 isoform 2

TETZ2 isoform 2

Figuur 2. Immuunfluorescentie van Hep3B-cellen na over-
expressie van isoform 1 (de lange isoform) respectievelijk
isoform 2 (een korte isoform) van TET2 (gekoppeld aan RFP).
TET2 bevindt zich duidelijk in de celkern. DAPI (4'-6-
diamidino-2-phenylindole): kleuring van dubbelstrengs DNA
in de nucleus.
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