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1 Einleitung
1.1 Einfuhrung und Zielsetzung

Myeloproliferative Neoplasien (MPN) sind klonale Erkrankungen der Knochen-
markstammzellen, die durch eine Uberproduktion reifer Blutzellen, zunehmende
Knochenmarkfibrose und extramedullare Blutbildung gekennzeichnet sind. Myelo-
dysplastisch/myeloproliferative Neoplasien (MDS/MPN) zeigen zusatzlich MDS-
typische Veranderungen mit ineffizienter Hamatopoese und, abhangig von der je-
weiligen Entitat, auch fortschreitender Bildung entdifferenzierter Knochenmarks-

und Blutzellen.

Sowohl MPN als auch MDS/MPN bergen in unterschiedlicher Frequenz das Risiko
der Entwicklung einer akuten Leukamie, einer sekundaren Myelofibrose und/oder

hamatopoetischen Insuffizienz.

Je nach Entitat, Erkrankungsdauer, Therapie und bedingt durch eine Reihe unge-
klarter Faktoren variiert das Risiko deutlich.

In den vergangenen Jahren wurden bei diesen Erkrankungen zahlreiche rekurren-
te Mutationen beschrieben, Uber deren genaue molekulare Mechanismen oder die
zeitliche Abfolge im Sinne einer klonalen Evolution, deren prognostische Wertigkeit
sowie deren Korrelation mit Knochenmarkmorphologie und Kilinik ist bislang wenig
bekannt. Auch, da in den bisher veroffentlichen Studien, meist eine einzelne Un-
tersuchung mit dem klinischen Verlauf korreliert wurde, sind Aussagen uber den
Verlauf der Erkrankungen, deren Knochenmarkbefunde und den Verlauf der Muta-
tionen nur in begrenztem Mal3e moglich. Die Untersuchungen wurden in der Regel
an peripheren Blutproben oder Knochenmark-Aspiraten durchgefuhrt. Eine Kno-
chenmarkaspiration gestaltet sich im Verlauf der Erkrankung jedoch haufig schwie-
rig, da bei zunehmender Knochenmarkfibrose diese haufig als punctio sicca erfolgt
und so nur eingeschrankt oder gar nicht auswertbar ist. Ebenso problematisch
sind periphere Blutproben, da in fortgeschrittenen Stadien haufig ausgepragte Zy-
topenien vorliegen, welche die Mutationsanalysen solcher Proben deutlich er-

schweren.

Daher stellt das Knochenmark-Trepanat eine gute Quelle zur Mutationsanalyse
chronisch myeloproliferativer Neoplasien dar, da neben der nahezu uneinge-
schrankt moglichen genetischen Analyse, sowohl auf DNA- als auch auf RNA-



Ebene, eine Korrelation mit der Knochenmarkmorphologie jeder Zeit moglich ist,
insbesondere auch retrospektiv. [1]

In der Pathogenese chronischer myeloischer und myeloproliferativer Neoplasien
sind derzeit krankheitsauslosende Mutationen in funf Hauptklassen von Genen
beschrieben. Dazu gehoren Gene der Signaltransduktion und Mutationen in
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, wie zum Beispiel JAK2, NRAS, KRAS und MPL.[2]
Mutationen in Transkriptionsfaktoren und Epigenetische Modifikatoren sind in der

Pathogenese myeloproliferativer Erkrankungen ebenfalls beteiligt.

Durch den Einsatz von neuen Sequenziermethoden (Next Generation Sequen-
cing) wurden in jungster Zeit eine Vielzahl von Mutationen bei MPN, MDS und
MDS/MPN identifiziert, welche teilweise Gene betreffen, die bisher nicht als Muta-
tionen bei malignen Tumoren oder hamatologischen Erkrankungen im Allgemeinen
aufgefallen waren. Zu diesen Genen gehdren Spliceosom-assoziierte Gene, bei-
spielsweise Splicing factor 3 subunit B1 (SF3B1), U2AF1 und SRSF2. Es wird
vermutet, dass diese Gruppe von Mutationen, als sogenannte Treibermutationen
frGhe Ereignisse auf genetischer Ebene darstellen, die eine klonale Evolution er-
maoglichen. [3] Im weiteren Verlauf kommt es dann zu Akkumulation weiterer Muta-
tionen in epigenetischen Regulatoren, z.B. IDH1/2, Genen der Signaltransduktion
wie JAK2 und Tumorsuppressorgenen wie TP53. [4]

Der zeitliche Verlauf, Kombinationen dieser Mutationen und die Art der mutierten
Zelle (Vorlaufer- oder Stammzelle) bestimmen wahrscheinlich den klinischen und
morphologischen Verlauf, sowie die Progression der Erkrankung. Dies erklart auch
die deutliche klinische Heterogenitat dieser Erkrankungen. [4]

Ziel der Arbeit war eine Untersuchung der Verlaufe von myeloproliferativen Er-
krankungen und MDS/MPN an sequentiellen Knochenmarkbiopsien. Hierbei soll-
ten sowohl der morphologische als auch der klinische Verlauf zur Einordnung in
Gruppen betrachtet werden. Diese Verlaufe wurden mit einer Untersuchung von
molekularen Mechanismen der Progression, dem zeitlichen Verlauf der Mutationen
und maoglicher additiver Effekte dieser Mutationen korreliert. Ein besonderer Fokus
lag auf der Bedeutung der Mutationen im SRSF2- und im TP53-Gen.
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1.2 Hamatologische Neoplasien
1.2.1 Die Knochenmarkstammzelle

Eine kleine Anzahl hamatopoetischer Stammzellen (HSC, hematopoetic stem
cells), die sog. long term HSCs haben das einzigartige Potential sich ein Leben
lang selbst zu erneuern und die Fahigkeit der sog. multi-Linien-Differenzierung,
also Maoglichkeit der Differenzierung in alle Zellen der Hamatopoese. [5] Abb.1
stellt dieses Konzept der Hamatopoese dar. [6] Von diesen multi-potenten Zellen
gehen die sog. short term HCSs hervor, die ebenfalls diese Fahigkeit besitzen,
jedoch mit nur eingeschrankter Lebenszeit. [7] Aus den multi-potenten Precursor
Zellen entstehen lymphatische (commom lymphoid precursor, CLP) und myeloi-
sche (common myeloid precursor, CMP) Vorlauferzellen. Aus diesen reifen wiede-
rum in der lymphatischen Reihe, B- und T-Zellen, aus der myeloischen Vorlaufer-
zelle, Erythrozyten, Megakaryozyten, Granulozyten und Monozyten. Diese
Differenzierungsvorgange werden durch zahlreiche hamatopoetische Wachstums-
faktoren vermittelt. [6] In hamatologischen Neoplasien verursachen dysregulierte
oder mutierte Wachstums- oder Transkriptionsfaktoren in diesen Reifungsvorgan-
gen einen Differenzierungsarrest und ermoglichen so eine klonale Evolution. Die-
ses Konzept der Leukdmogenese wurde zunachst bei akuten myeloischen Leu-
kamien beobachtet. Ein klassisches Beispiel sind somatisch erworbene, onkogene
Fusionsproteine, beispielsweise RUNX1-ETO (1(8;21)). [8]
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Abb. 1: Konzept der Hamatopoese nach Weissman [6], Bilder der hamatopoeti-
schen und Blutzellen aus [9]

LT-HSC: Long-term haematopoietic stem cells; ST-HSC: short-term haematopoietic stem
cells, diese produzieren multipotential progenitors (MPPs), CLP: common lymphoid pro-
genitor (Lymphatische Vorlauferzelle) CMP: common myeloid progenitor (myeloische Vor-
lauferzelle); GMP: granulocyte/macrophage progenitor (Vorlaufer von Granulozyten und
Makrophagen) MEP: megakaryocyte/erythroid progenitors (Vorlaufer von Megakaryozy-
ten und Erythrozyten(vorlaufern)); MDP: macrophage/dendritic-cell progenitors (Vorlaufer
von Makrophagen und Dendritischen Zellen)

1.2.2 Hamatologische Neoplasien

Eingeteilt werden hamatologische Neoplasien nach der WHO-KIassifikation. [10]
Diese Einteilung folgt primar morphologischen Kriterien, entsprechend der Reihen-
Zughorigkeit der Erkrankung. Es werden im Wesentlichen myeloische und lympha-
tische Neoplasien unterschieden, daneben, deutlich seltener, histiozytare Neopla-

sien, sowie Mastzellerkrankungen.

Neben der Morphologie erfolgt eine Einteilung durch immunphanotypische Merk-

male, genetische Typisierung und in klinische Syndrome. Die myeloischen Neo-
12



plasien, inklusive der akuten Leukamien und myelodysplastischen Syndrome, um-
fassen eine Vielzahl unterschiedlicher Entitaten; folgende Tabelle zeigt eine Uber-
sicht der WHO-Klassifikation von 2016.[10]

WHO-KIassifikation der myeloischen Neoplasien und akuten Leukamien (2016)

Myeloproliferative Neoplasien (MPN)
Chronisch myeloische Leukéamie, BCR-ABL 1—positiv (CML)
Chronische Neutrophilen Leukdmie (CNL)
Polycythemia vera (PV)

Primare Myelofibrose (PMF)
Primare Myelofibrose (PMF) prafibrotisches Stadium / Frihstadium
Primare Myelofibrose (PMF) fibrotisches Stadium

Essentielle Thrombozythamie (ET)
Chronische Eosinophilen Leukamie (CEL-NOS)
MPN unklassifizierbar

Mastozytose (MCD)

Myeloische/Lymphatische Neoplasien mit Eosinophilie und Rearrangierung von
PDGFRA, PDGFRB oder FGFR1 oder mit PCM1-JAK2

MDS/MPN

Chronisch myelomonozytére Leukdmie (CMML)

Juvenile myelomonozytare Leukamie (JMML)

Atypische chronisch myeloische Leukdmie, BCR-ABL1-negativ (aCML)
MDS/MPN with Ringsideroblasten und Thrombozytose (MDS/MPN-RS-T)
MDS/MPN unklassifizierbar

Myelodysplastische Syndrome (MDS)

Akute myeloische Leukamien (AML) und verwandte Neoplasien
Akute Leukamien unklarer Linienzugehorigkeit
B-lymphoblastische Leukamien / B-lymphoblastische Lymphome
T-lymphoblastische Leukamien / T-lymphoblastische Lymphome

Tab. 1 WHO-Klassifikation der myeloischen Neoplasien und akuten Leukamien
(2016); nach [10]

1.2.3 Myeloproliferative Erkrankungen

Auch myeloproliferative Erkrankungen sind klonale Erkrankungen einer Knochen-
markstamm- oder Progenitorzelle. Diese Erkrankungen sind durch Uberproduktion
reifer Blutzellen, extramedullare Blutbildung und haufig eine Knochenmarkfibrose
gekennzeichnet. [11, 12] Mit Ausnahme der chronisch-myeloischen Leukamie
(CML), die definitionsgemal® ein BCR/ABL1 Fusionsgen (Philadelphia-
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Chromosom, Ph') aufweisen muss, erfolgt die Einteilung der ,klassischen myelo-
proliferativen Erkrankungen® primar nach klinischen und histomorphologischen
Kriterien. [13]

Die Philadelphia-negativen (Ph'"), ,klassischen® chronisch myeloproliferativen Er-
krankungen (MPN / MPE) bestehen aus drei Subtypen, der Polyzythamia (rubra)
vera (PV), der essentiellen Thrombozythamie (ET) und der primaren Myelofibrose
(PMF) (fruher: chronisch idiopathische Myelofibrose (CIMF)).

Diese Bezeichnung und Klassifikation wurde bereits 1951 von William Dameshek
eingefuhrt. [14] 2008 und 2016 wurden in der WHO-Klassifikation die chronische
Neutrophilenleukamie (CNL), die chronische Eosinophilenleukamie (not otherwise
specified) (CEL-NOS) sowie die myeloproliferative Neoplasie unklassifizierbar
(MPN-UC) erganzt. [10] [15] Fruher zu den MPN zahlend stellt die Mastozytose
inzwischen (seit der Aktualisierung der WHO-Kriterien 2016) eine eigenstandige
Entitat dar. [16]

Die Erkrankungen entstammen einer Knochenmarkstamm- bzw Progenitorzelle,
welche durch exzessive Produktion von Blutzellen gekennzeichnet und gegenuber
Zytokin-Signalen hypersensitiv oder sogar unabhangig sind [12, 17] Die Myelo-
proliferation entsteht dann durch Unabhangigkeit von Ruckkopplungs- (feedback-)
Mechanismen gegenuber reifen Zellen. Die meisten myeloproliferativen Erkran-
kungen konnen anhand der pradominanten differenzierten myeloischen Zellart

eingeteilt werden; dies ist in Abb. 2 dargestellt.

14



MPN
‘ Mast- 5 Systemische
zellen Mastozytose
O Rote Blut-

—p» PV
zellen

ﬁ Thrombo-
zyten —» ET

Eosino- Chronische
@ phile —>» Eosinophilen

Myeloischer Leukamie
Progenitor!
Neutro- ( CML
\> phile \

{ CMML

ad) " " lew

Abb. 2: Einteilung der myeloproliferativen Erkrankungen nach [18]: Bilder der

Blutzellen aus [9]

' Myeloische Progenitor: entspricht common myeloid progenitor (myeloische Vorlaufer-
zelle) aus Abb.1

HSC: hematopoetic stem cell = hamatopoetische Stammzelle

Die Zelllinien sind entsprechend in unterschiedlicher Dominanz beteiligt: Die es-
sentielle Thrombozythamie zeigt ein ,zu viel” an reifen Thrombozyten, bedingt
durch eine Stérung auf der Ebene der Megakaryozyten bzw. deren Vorlaufern, die
Polyzythamia vera ist durch eine Erythrozytose gekennzeichnet, bei der primaren
Myelofibrose herrschen megakaryozytare und granulopoetische Zellen vor.

Wahrend ET und die PV durch normal ausreifende, Uberschiefende Produktion
reifer Zellen gekennzeichnet sind, entsteht bei der PMF die zunehmende Kno-
chenmarkfibrose vermutlich durch abnorme, dysplastische Reifung von Megakary-
ozyten. Dadurch entsteht dann die Ausschwemmung unreifer Vorlauferzellen ins
periphere Blut (Leukoerythroblastisches Blutbild, s.u.). [19] [15] [20]
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Mit der EinfGhrung der neuen WHO-KIlassifikation 2008, wurde der Name der Er-
krankungen, von myeloproliferative Storungen (myeloproliferative disorders) in
myeloproliferative Neoplasien (myeloproliferative neoplasms) [13] umbenannt. Ein
GroRteil der Anderungen in den neuen WHO-Klassifikationen aus den Jahren
2008 und 2016 resultiert, ahnlich wie bei den Leukamien, durch die Entdeckung
molekularer Marker, [13, 16] im Falle der MPN insbesondere durch Entdeckung
der JAK2-V617F-Mutation [21]. Diese ermdglichte ein neues Verstandnis der Bio-
logie, Pathogenese und Diagnostik der myeloproliferativen Erkrankungen (s.u.).
[22] [23]

1.2.4 Myelodysplastische Syndrome

In ihrer Gesamtheit beschreiben die myelodysplastischen Syndrome eine hetero-
gene Gruppe von Erkrankungen, mit teils indolenten Verlaufen und nahezu norma-
ler Lebenserwartung, sowie Subtypen mit Morphologie und Prognose ahnlich einer
akuten Leukamie. [24]

MDS sind gekennzeichnet durch eine Proliferation hamatopoetischer Stamm- oder
Progenitorzellen, mit ineffektiver Hamatopoese, abnormer — dysplastischer — Zell-
morphologie und dem Potential einer klonalen Entwicklung. [25] Im Vergleich zu
myeloproliferativen Erkrankungen, welche ublicherweise durch eine erhdhte An-
zahl reifer Zellen im peripheren Blut gekennzeichnet sind, herrschen bei MDS vor
allem Zytopenien und Dysplasien einer oder mehrerer myeloischer Zellreihen vor.
Pradominant ist meist eine Anamie, Bi- oder Panzytopenien sind aber ebenfalls
moglich. Daneben bergen die myelodysplastischen Syndrome die Gefahr der Ent-
wicklung einer akuten myeloischen Leukamie (AML). [26] Morphologisch weisen
mindestens 10% der Zellen einer Zellreihe Dysplasiezeichen auf, im Knochenmark
finden sich defintionsgemal < 20% Blasten. [13, 27]

Myelodysplastische Syndrome kdnnen de-novo oder sekundar, z.B. nach Strahlen-
und/oder Chemotherapie anderer Malignome oder aus einer anderen hamatologi-
schen Erkrankung, beispielsweise aus einer MPN, entstehen. [26]

1.2.5 Myelodysplastisch/myeloproliferative Neoplasien

Myelodysplastisch-myeloproliferative Neoplasien, sind seltene Erkrankungen, die
Merkmale beider Erkrankungen, myelodysplastischer Syndrome und myeloprolife-
rativer Neoplasien, aufweisen und entsprechend weder der einen noch der ande-
ren Gruppe zugeordnet werden konnen. [15, 28] Wahrend im peripheren Blut, wie
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beim MDS, meist uniliniare Zytopenien vorliegen, prasentiert sich das Knochen-
mark meist hyperzellular mit dysplastischer, UberschieRender Ausreifung mindes-
tens einer Zellreihe, welche dann auch vermehrt im peripheren Blut zu finden ist.
[15, 28] Man unterscheidet im Wesentlichen drei Typen der myelodysplastisch-
myeloproliferativen Neoplasien: Die chronisch myelomonozytare Leukamie
(CMML), die juvenile myelomonozytare Leukamie (JMML), sowie die atypische
chronische myeloische Leukamie (aCML). [29] Ebenfalls zu den myelodysplas-
tisch-myeloproliferativen Neoplasien gehort die myelodysplastisch-
myeloproliferative Neoplasie unklassifizierbar (MDS/MPN-UC) (s.u.). In diese
Gruppe der sogenannten overlap-Syndrome gehort ebenfalls das RARS-T (refrac-
tory anemia with ring sideroblasts and thrombocytosis), das neben MDS-typischen
Zeichen vom Typ RARS, histologische Merkmale einer MPN entsprechend einer
ET und als klinisches Zeichen die Thrombozytose zeigt. [30]

1.2.6 Akute myeloische Leukamie

Auch akute Leukamien sind klonale Erkrankungen hamatopoetischer Progenitor-
oder Stammzellen. Bei der akuten myeloischen Leukamie (AML), sind myeloische,
unvollstandig differenzierte Vorlauferzellen, sogenannte Blasten, krankheitsdefinie-
rend. Diese entstehen haufiger aus granulopoetischen und monopoetischen, sel-
tener aus erythropoetischen und megakaryopoetischen Vorlauferzellen.[31]

Da die Anzahl und die Art der leukamischen Blasten im Knochenmark fur die Di-
agnose eine malgebliche Bedeutung haben, werden diese genau klassifiziert.
Man unterscheidet Mono-, Megakaryo- und Myeloblasten. Die Zellen der Erythro-
poese werden in der Regel gesondert betrachtet und gezahlt.[31, 32] Definiert ist
eine akute myeloische Leukamie AML durch 2 20% myeloische Blasten im Kno-
chenmark oder das Auftreten einer AML-definierenden Mutation (z.B. 1(8;21) ,
inv(16)). [23] Eingeteilt werden die akuten myeloischen Leukamien nach WHO und
FAB. Die Einteilung nach FAB erfolgt von FAB-MO bis FAB-M7 vor allem nach
morphologischen Kriterien. [13, 33] (MO: AML mit geringer immunphanotypischer
Markerdifferenzierung, M1: AML mit deutlicher immunphanotypischer Markerdiffe-
renzierung, morphologische keine Differenzierung, M2: AML mit morphologischer
Ausreifung, M3: Akute Promyelozytenleukamie, M4: Akute myelomonozytare Leu-
kamie, M5: akute Monoblastenleukamie, M6: Akute Erythroleukamie, M7: Akute
Megakaryoblastare Leukamie) [13, 33]
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1.3 Diagnostik
1.3.1 Klinisches Bild

Haufig wir die Verdachtsdiagnose einer MPN aufgrund auffalliger Laborbefunde,
bei meist nur gering eingeschranktem Allgemeinbefinden, gestellt. Chronisch mye-
loproliferative Neoplasien haben insbesondere initial haufig ein ahnliches klini-
sches Bild. Es konnen Allgemeinsymptome wie Leistungsminderung, Knochen-
schmerzen, Nachtschweil’, Gewichtsverlust oder Fieber auftreten. Abdominelle
Beschwerden kdonnen durch Splenomegalie oder auch Thrombosen abdomineller
Gefalde entstehen. [34, 35]

Durch den gesteigerten Zellumsatz konnen sie zu einer Hyperurikamie und zu
Gicht-typischen Symptomen fuhren, die zunehmende Markfibrose, die alle MPN in
unterschiedlich starker Auspragung zeigen, fuhrt zur extramedullaren Blutbildung
und so, je nach Auspragung, zu einer mehr oder minder starken Spleno- gelegent-
lich auch Hepatosplenomegalie und den damit verbundenen Beschwerden. (Tab.
2.) Ebenso bergen alle myeloproliferativen Erkrankungen das Risiko einer leuka-
mischen Transformation oder Akzeleration (Entwicklung in Richtung MDS) dann
mit typischen Symptomen dieser Erkrankungen. [34, 35]
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Charakterisierung der myeloproliferativen Neoplasien

Typ Hama- Leuko- Thrombo- Spleno- ALP- Myelo- Besonderheit
tokrit zyten zyten megalie Index! fibrose
A BCR-ABL1 +++
CML niv /Nl +++ v N+ oos)
PV L L L + "M + JAK2VBATF +++
(96%)
ET n +/n L) + n/v + JAK2VB1TF ++

(50-60%)

CALR ++ (30-35%)
MPL+ (3%)

PMF ¢/n/* ¢/n/* +++ A +++ JAK2-V617F ++
(60%)

CALR ++ (30-35%)
MPL+ (8%)

A erhoht; W erniedrigt; n normal; +/+/++/+++ nachweisbar; ' Alkalische Leukozytenphoshatase

Tab. 2: Charakterisierung der myeloproliferativen Neoplasien nach [34] [36]

PV und ET zeigen Komplikationen durch erhohte Blutviskositat, Mikrozirkulations-
storungen, Hypertonie oder die Thrombozytose und auch damit verbundenen Blu-
tungskomplikationen durch sekundaren von-Willebrand-Faktor-Mangel [37, 38].

Dazu gehodren Schlaganfall bzw. transistorische ischamische Attacken, Blutungen
aus Ulkus duodeni / ventriculi, Epistaxis, Schwindel, Kopfschmerz, Plethora, Tinni-
tus, Sehstorungen, Erythromelalgie (,burning feet syndrome®), tiefe Beinven-
enthrombosen, Lungenarterienembolien, sowie ,atypische® Thrombosen, bei-
spielsweise im Pfortader- und Mesenterialvenenstromgebiet [34, 35]

1.3.2 Epidemiologie

Die Inzidenz myeloproliferativer Erkrankungen wird in der Literatur zwischen 1,15
[39] und 4,99 [40] je 100000 angegeben. Aktuelle Zahlen des Bundesministeriums
fur Gesundheit (BMG) geben eine Inzidenz von 1,53 pro 100000 in Deutschland
an [41]. Teilweise auch in jungerem Alter auftretend, mit einer deutlichen mannli-
chen Dominanz, gehort die chronisch myeloische Leukamie mit 0,89 pro 100000
Einwohnern zu den haufigeren MPN. [41] [42] Dank herausragender Fortschritte in
der Therapie auch mit hoher Pravalenz und vielen Langzeitiberlebenden. Bei-

spielsweise leben in den USA aktuell etwa 70000 Personen mit einer CML. [43]
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Tabelle 3 gibt einen Uberblick tber Inzidenz, Pravalenz, Geschlechterverteilung, 5-
Jahres Uberleben, sowie das Altersmedian bei Diagnose der ,klassischen“ MPN.

Inzidenz Prévalenz Geschlechter-  5- JUL? Altersmedian
je 100000 je 100000 verteilung bei Diagnose
Polyzythamia vera 0,67 ' 049-46,88° 7 =0 84.8 % 61 Jahre
(0,01-2,61) 3 (Range 18-95
Europa: 0,86 Jahre)
Essentielle 1,03 11,00-42,51° >0 2 89.9 % 56 Jahre
Thrombozythamie (0,21 - 2,53)3 3<97? 4 (Range 13-91
’ Jahre).
Primare 0,47 1,76-4,053 a4 > Q 39,0% 64 Jahre
Myelofibrose (0,22 - 0,99)3 (Range 10-90
Jahre)
gesamt 2,581 93,436 3= Q5
(1,15 - 4,99)3
Deutschland:
1,53

1 Jahrlich gepoolter Mittelwert; 2 5-Jahres-Uberleben;

3 Range in verschiedenen epidemiologischen Studien; 4: mannlich ¢: weiblich

4 Widersprlchliche Aussagen in verschiedenen Studien ® Verteilung ungefahr gleich
6 Daten fiir Nordamerika

Tab. 3: Epidemiologie MPN, Werte nach [44] [45] [46]

Im Kindesalter sind MPN insgesamt sehr selten, die jahrliche Inzidenz fur alle
MPN gesamt betragt 0,03 bis 1,04/100000 im Alter zwischen 0 und 16 Jahren. Die
jahrliche Inzidenz der kindlichen ET liegt zwischen 0,004 und 0,11/100000, die
kindliche PMF ist mit 0,003/100000 noch seltener. [44] [45] [46] Als Raritat anzuse-
hen ist die kindliche PV, hierfur existieren lediglich einzelne Fallberichte [47] [48]
[49]

1.3.3 Risikofaktoren

Adipositas erhoht insbesondere Frauen das MPN und MDS-Risiko deutlich, bei
einem Ubergewicht von 10 kg/m? (= 10 ,BMI-Punkte®) ist das Risiko an einer MPN
zu erkranken rund 30% erhoht. [50] [51] Die Korpergrofde hat keinen Einfluss auf
das Risiko. [50] Korperliche Aktivitat reduziert das Risiko an einer myeloproliferati-
ven Neoplasie, insbesondere an einer CML oder ET zu erkranken [52] [53], Rau-
chen erhoht das Risiko deutlich. [53] [52] Benzol Exposition ist in einer Vielzahl

hamatologischer Neoplasien als Karzinogen gesichert, auch bei den klassischen
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myeloproliferativen Erkrankungen gelten aromatische Kohlenwasserstoffe als
krankheitsbegunstigend, wenn nicht sogar auslosend. [54] [55] Umweltbedingte
und berufsbedingte Strahlenexposition erhoht das Risiko an einer CML zu erkran-
ken. [54] [56]

Der Zusammenhang zwischen regelmaliger Blutspende und Entwicklung einer
Polyzythamia vera ist pathophysiologisch durch die Stimulation der Hamatopoese
zumindest denkbar. Frihere Studien sahen bei Blutspendern tatsachlich ein er-
hohtes Risiko fur eine PV, neuere Studien konnten dies jedoch nicht belegen. [57]
Wie bereits erwahnt, konnen MDS und (meist myeloische) Leukamien aus einer
vorbestehenden hamatologischen Erkrankung (z.B. einer MPN) oder therapieas-
soziiert, beispielsweise nach zytostatischer Therapie, entstehen. Oft bleibt der

auslosende Faktor jedoch unklar, die Erkrankung somit ,,schicksalhaft®.
1.3.1 Knochenmarkbefunde
1.3.1.1 Polyzythamia vera

Auch wenn die WHO-Kriterien fir die Diagnose einer Polyzythamia vera die histo-
logische Knochenmarkuntersuchung nicht zwingend fordern (siehe auch 1.3.4.)
und die Kriterien der Polycythemia Vera Study Group (PVSG) diese nicht einmal
beinhalten, empfiehlt sich, sowohl bei unklaren Fallen, als auch bei klinisch ein-

deutiger PV, eine Knochenmarkentnahme und histologische Aufarbeitung. [10] [58]

Insbesondere in fruhen Phasen der Erkrankung erfullen manche Patienten die von
den Gesellschaften festgelegten klinischen Kriterien fur eine PV nicht, da Hamo-
globin- und Erythrozytenwerte noch unter den definierten Werten liegen, die Er-
krankung lasst sich teilweise aber schon histologisch nachweisen. [59] [60] [61]
[13] Eine bei rund 20% der Patienten schon zu Beginn vorliegende Knochen-
markfibrose kann ohne histopathologische Aufarbeitung nicht festgestellt werden.
[10]

Mikroskopisch zeigt eine Polyzythamia vera hyperzellulares Knochenmark mit so-
genannter Panmyelose, alle drei Zellreihen des Knochenmarks sind also vermehrt.
Hierbei zeigen erythropoetische, granulozytare und megakaryozytare Vorlauferzel-
len eine Proliferation mit charakteristischen morphologischen Merkmalen (Abb. 3).
[62] [63] [64] Eine atypisch gesteigerte und pleomorphe Megakaryopoese, im Sin-
ne von zahlreichen sehr kleinen bis gigantisch-grol3en Megakaryozyten, welche
einzeln oder als lockere Cluster vorliegen, ist charakteristisch fur eine Polyzytha-
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mia vera, (Abb. 3) insbesondere zur Unterscheidung gegenuber anderen MPN und
einer sekundaren Polyzythamie (SP) [65], da Linksverschiebung und gesteigerte
Erythropoese auch bei reaktiven Zustanden vorkommen. Bei rund 20% der Patien-
ten tritt bereits in fruhen Stadien der Erkrankung auch eine Vermehrung der Reti-
kulinfasern auf [66]. Diese initiale Knochenmarkfibrose stellt wahrscheinlich einen
Risikofaktor fur eine schnellere Progression zur post-PV Myelofibrose dar. [59] [60]
[61][13][10].

Abb. 3: PV in einer frihen Phase, mit freundlicher Genehmigung von Professor Dr.
F. Fend

Polyzythamia vera in einer frihen Krankheitsphase:
Verstarkte Erythropoese mit Linksverschiebung und pleomorphen Megakaryozyten

1.3.1.2 Primare Myelofibrose

Die primare Myelofibrose prasentiert sich initial typisch mit hyperzellularem Kno-
chenmark, welches eine verstarkte Proliferation, insbesondere von Granulozyten
(haufig: Linksverschiebung) und Megakaryozyten zeigt. Dies bedingt einen Rei-
fungsstop der kernhaltigen erythrozytaren Vorlaufer. [67] Eine Vermehrung von
Retikulinfasern, die namensgebende Fibrose, liegt initial noch nicht vor (Sog. pra-
fibrotische Phase).

Typisch ist auch eine Storung der Knochenmarkarchitektur und -topografie. Die
Megakaryozyten weisen ein deutliches ,Clustering® auf, sowie eine Translokation
zu endostalen Grenzen. (Abb.4) [67]
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Von allen MPN weisen bei der primaren Myelofibrose die Megakaryozyten die
ausgepragtesten Reifungsstorungen mit den starksten Dysplasiezeichen auf. [68]

Die ZellgroRe erscheint sehr variabel, die Kern-Plasma-Relation ist mit aufgedun-
senen, hyperchromatischen, teils ,Wolken-artigen“ Kernen deutlich verschoben,
die Kernlappung desorganisiert, haufig sind ,nackte“ Zellkerne ohne umgebendes
Plasma zu finden. [19] [15] [20]

In spateren Phasen der Erkrankung fuhrt eine zunehmende Knochenmarkfibrose
zu einer Steigerung der Angiogenese und Storungen in der vaskularen Architektur.
Verstarkte Knochenmarkperfusion wird, unter anderem, durch dilatierte und starker
torquierte Gefalle bedingt. [69] [70] Die Marksinus zeigen sich hierdurch erweitert,
haufig findet intraluminale Hamatopoese, insbesondere Megakaryopoese, statt.
Durch die raumliche Nahe zu den erweiterten Sinus kdnnen hamatopoetische Vor-
lauferzellen leichter das Lumen der Sinus und somit das periphere Blut erreichen,
was zur Entstehung des leukoerythroblastischen Blutbilds beitragt. Daneben er-
maoglicht die extramedullare Blutbildung in Leber und Milz ebenfalls das ,ungefilter-
te” Ausschwemmen von hamatopoetischen Zellen in das periphere Blut (Leu-
kerythroblastose). [71] [72] Entsprechend der WHO-Kriterien wird die
Knochenmarkfibrose in die Grade 0-3 eingeteilt. [31] (Tab.4)

Gradierung der Knochenmarkfibrose:

Graduierung® Beschreibung

MF2-0 Verstreutes, lineares Retikulin ohne Uberkreuzungen, entsprechend normalem
Knochenmark

MF2-1 Loses Retikulinnetzwerk mit vielen Uberkreuzungen, speziell in perivaskuléren
Regionen

MF2-2 Diffuse und dichte Retikulinvermehrung mit extensiven Uberkreuzungen, gele-

gentlich mit fokalen Biindeln von Kollagen und/oder fokaler Osteosklerose

MF2-3 Diffuse und dichte Retikulinvermehrung mit extremen Uberkreuzungen und gro-
ben Kollagenbiindeln, oft assoziiert mit Osteosklerose

'Die Faserdichte sollte in hamatopoetisch aktiven Regionen bestimmt werden ? Markfibrose

Tab. 4: WHO Kriterien der Knochenmarkfibrose aus [31]

Die Wahrscheinlichkeit einer prafibrotischen primaren Myelofibrose zu einer mani-
festen Myelofibrose zu werden liegt bei 50-70%, abhangig von der Auspragung der
Dysplasie der Megakaryozyten. [11] [73] [74] [75]
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Abb. 4: Primare Myelofibrose, mit freundlicher Genehmigung von Professor Dr.
F. Fend
1. In der Ubersicht verstarkte Markfibrose, verminderte Hamatopoese und
,Clustering“ von Megakaryozyten (ASDCL-Farbung)

2. ,Clustering” von Megakaryozyten und ausgepragte Kernatypien
3. Abnorme Megakaryozyten und dilatierte Knochenmarksinus

1.3.1.3 Essentielle Thrombozythamie

Die histopathologische Aufarbeitung einer essentiellen Thrombozythamie ist ins-
besondere zur Unterscheidung dieser gegenuber einer prafibrotischen primaren
Myelofibrose wichtig, da auch diese mit erhohten Thrombozytenwerten einherge-
hen kann. [58] Im Gegensatz zu einer PMF mit Thrombozytose, zeigt eine ,echte”
ET meist eine normale oder malig gesteigerte Knochenmarkzellularitat und keine
Linksverschiebung der Granulopoese. [68] Am starksten unterscheidet sich die
Knochenmarkhistologie jedoch im Bereich der Megakaryopoese. Wahrend bei der
PMF Megakaryozyten typischerweise dicht gepackt in sog. Clustern vorliegen,
sind diese bei der essentiellen Thrombozythamie gleichmallig verteilt. [68] Weiter
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zeigt die essentielle Thrombozythamie sehr grof3e bis ,gigantische®, reife Megaka-
ryozyten, mit hyperlobulierten, ,hirschgeweihartigen Kernen. Das Zytoplasma er-
scheint ebenfalls ausgereift. [19] Eine die verschobene Kern-Plasma-Relation, als
Zeichen einer Dysplasie, liegt bei der ET in der Regel nicht vor, [76] ebenso ist
eine Vermehrung von Retikulinfasern (Retikulinfaserfibrose) bei der ET sehr sel-
ten. (< 3% der Falle) [64] (Abb. 5)

Abb. 5: Essentielle Thrombozythamie, mit freundlicher Genehmigung von Pro-

fessor Dr. F. Fend.

Hyperzellulares Knochenmark mit Vermehrung von vergrof3erten Megakaryozy-
ten mit atypischen Nuclei. Im Gegensatz zur PMF: kein ,Clustering” der Megaka-

ryozyten, keine Markfibrose
1.3.2 Myelodysplastisch-myeloproliferative Erkrankung unklassifizierbar

Bei der myelodysplastisch/myeloproliferativen Erkrankung unklassifizierbar finden
sich Zeichen eines MDS (s.0.) und fur MDS atypische Merkmale, wie Hepato-
/Splenomegalie, Markfibrose oder eine Leukozytose, welche eher auf eine myelo-
prolferative Erkrankung hinweisen. Zur Diagnose mussen fur andere Krankheiten

definierende Mutationen wie z.B. BCR/ABL1 ausgeschlossen werden. (Tab.5)
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Diagnostische Kriterien fir MDS/MPN-UC
1. Die Kombination folgender Kriterien:

a) Laborchemische, klinische und morphologische Merkmale eines myelodys-
plastischen Syndoms (z.B. MDS mit refraktarer Anamie oder MDS mit re-
fraktarer Anamie und Ringsideroblasten) jedoch weniger als 20% Blasten in
Knochenmark und Blut

b) Zeichen der Myeloproliferation, > 600 x 10%1 Thrombozyten mit Vermeh-
rung der Megakaryozenten, Leukozytenzahlen (iber 13.0 x 10%I, mit oder
ohne Splenomegalie.

c) Anamnestisch keine MPN, kein MDS, keine Zytostatika-Therapie oder The-
rapie mit Wachstumsfaktoren, die das Bild eines MDS oder einer MPN imi-
tieren kdnnten.

d) Kein Philadelphia Chromosom oder BCR/ABL - Fusionsgen, keine der fol-
genden Mutationen: del(5q), t(3;3)(q21;926), inv(3)(q21926).

2. Gemischt myeloproliferativ-myelodysplastische Merkmale, die keiner Kategorie
von MPN oder MDS zugschreiben werden kénnen.

3. Klinische Merkmale
a) Merkmale von MDS und MPN
b) Hepatomegalie
c) Splenomegalie

Tab. 5: Diagnostische Kriterien fiir MDS/MPN-UC: nach [77]

Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine seltene hamatologische Neoplasie,
in einer Serie wurden ruckwirkend etwa 2% der ursprunglich als MDS klassifizier-
ten Erkrankungen der Gruppe der MDS/MPN-UC zugeordnet. [77] Die Inzidenz ist
bislang unbekannt und es wurde noch kein typischer zytogenetischer oder moleku-
larer Marker gefunden. Szpurka et al. beschrieben 2006 in einer kleinen Serie,
dass bei 6 von 9 Patienten, die Ringsideroblasten und Thrombozytose zeigten
(RARS-T), eine Assoziation mit der JAK2-V617F -Mutation besteht. [78]

Laborchemisch zeigt sich meist eine Anamie, kombiniert mit dysmorphen Erythro-
zyten, Thrombozytose (meist > 600 x 10%1) oder Leukozytose mit Werten >13.0 x
10%I (Tab. 5). Riesenthrombozyten, hypogranulierte Thrombozyten oder dysmor-

phe Leukozyten kdnnen ebenfalls vorkommen. [15, 28]

Das Knochenmark ist in erster Linie hyperzellular, zeigt jedoch einen Blastenanteil
von < 20%, mindestens eine myeloische Zelllinie ist vermehrt und zeigt dysplasti-
sche Veranderungen. (siehe auch Abb. 8) [77] Die Prognose ist insgesamt un-

glinstig, mit einem medianen Uberleben von 21 Monaten. [77]
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1.3.3 Molekulare Pathogenese

In der Pathogenese chronisch myeloischer und myeloproliferativer Neoplasien
sind derzeit krankheitsauslosende Mutationen in funf Hauptklassen von Genen
beschrieben. Dazu gehoren Gene der Signaltransduktion und Mutationen in
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, wie zum Beispiel JAK2, NRAS, KRAS und MPL.

Eine bei hamatologischen Neoplasien neu entdeckte Gen-Klasse sind Spliceo-
som-assoziierte Gene, Mutationen in dieser Gruppe waren bislang bei keiner an-
deren Neoplasie gefunden worden. [2] Mutationen in Transkriptionsfaktoren und
epigenetische Modifikatoren sind in der Pathogenese myeloproliferativer Erkran-
kungen ebenfalls beteiligt.

1.3.3.1 Gene der Signaltransduktion

Zahlreiche Kinasen, insbesondere Tyrosin-Kinasen, spielen in der Entstehung ha-
matologischer Neoplasien zentrale, teilweise definierenden, Rollen. Beispielsweise
verursacht das BCR/ABL1-Tyrosin-Kinase-Fusionsprotein, per definitionem, die

chronisch myeloische Leukamie [79].

Im JAK2- (Janus kinase 2) Gen, das fur eine zytoplasmatische Tyrosin-Kinase co-
diert, wurde 2005 eine fur myeloproliferative Neoplasien erworbene, charakteristi-
sche Punktmutation, namlich V617F, gefunden. Diese Mutation wurde nahezu
zeitgleich in 4 Studien veroffentlicht [21, 80] und nahm danach in der Definition
und dem Verstandnis der Pathogenese der MPN eine zentrale Rolle ein. [16] [23]

Bei Patienten mit myeloproliferativen Neoplasien wurde in diesen Studien am kur-
zen Arm von Chomosom 9 (Position 9p24 [81]) ein LOH (loss-of-heterozygosity)
festgestellt. [82] An dieser Stelle befindet sich das JAK2-Gen. Bei genauerer Be-
trachtung stellte in diesem Gen im Kodon 617 eine G—T Transversion fest,
wodurch der Genotyp JAK2 -V617F entsteht. [82] Dieser Genotyp verursacht auf

Proteinebene einen Austausch von Phenylalanin gegen Valin.

Diese Mutation ist bei chronisch myeloproliferativen Neoplasien die mit Abstand
haufigste Mutation im JAK2-Gen. Der JAK2-V617F-Genotyp liegt bei 80-95 % der
Patienten mit PV und ca. 50-60 % der Patienten mit ET und PMF [21, 80, 83] vor.
Dadurch ergaben sich in der Diagnose und Therapie der chronisch myeloprolifera-
tiven Erkrankungen radikal neue Moglichkeiten. [84]
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Janus-Kinasen nehmen an der Zytokin-Rezeptor-Signaltransduktion teil und leiten
Zytokin-vermittelte Informationen Uber Signal Transducers and Activators of
Transcription (STAT) weiter.

JAK?Z leitet insbesondere Informationen von Typ | Zytokinen weiter, beispielsweise
TPO (Thrombopoietin), GH (growth hormone), EPO (Erythropoietin) oder GM-CSF
(Granulocyte Macrophage-Colony stimulating factor) [85-88]

Durch Liganden-Bindung (z.B. EPO) werden zwei JAK2-Proteine so nahe zu ei-
nander gebracht, dass sie sich gegenseitig phosphorylieren kdnnen, wodurch
STAT-Proteine ebenfalls phosphoryliert, somit aktiviert werden. Die aktivierten
STAT- Proteine dimerisieren und wandern in den Nucleus, wo sie als Transkripti-
onsfaktoren regulatorisch auf Ziel-Gene einwirken. [84, 89]

Die Janus Kinase 2 wird in hamatopoetischen Zellen, sowie zahlreichen anderen
Zellen exprimiert. JAK2 nimmt in der Hamatopoese eine zentrale Rolle ein, so fin-
det in JAK2-knock-out-Mausen beispielsweise nur eine primitive Hamatopoese
statt. [90] [91]

Janus-Kinasen haben zwei wichtige Domanen: JH1 und JH2. Wahrend JH1 als
katalytische Domane die tatsachliche Kinase-Aktivitat ausubt, scheint JH2 eine
inhibitorische Wirkung auf JH1 zu haben. [84] [92]

Die Aminosaure 617 im JAK2-Protein, beim Wildtyp Valin, sowie die danebengele-
genen Aminosauren liegen im Bereich der JH2-Domane des JAK2-Proteins. Durch
die Mutation im JH2-Bereich wird die Aktivierungsschleife in JH1 daran gehindert
seine aktivierte Konformation zu verlassen, was zu einer dauerhaften, Zytokin-

unabhangigen Aktivierung fuhrt. [81, 90]

Neben der typischen Mutation, JAK2-V617F, gibt es eine Reihe weiterer Mutatio-
nen im Exon 14, an den Positionen 611, 616, 620 und 627, Punktmutationen im
Exon 12 (Positionen 537 bis 543) [93], sowie eine Reihe von JAK2-Fusionsgenen,
wie PCM1-JAK2, BCR-JAK2 und TEL/ETV6-JAK2. [93] Bei den Translokationen
wird angenommen, dass das Fusionsgen zu einer Dimerisierung bzw. Oligomeri-
sierung von JAKZ2 ohne Ligandenbindung fuhrt, wodurch das Protein dauerhaft
aktiviert wird. [93]

Ein kleinerer Teil der Patienten zeigt eine homozygote JAK2-V617F-Mutation. Die-

se scheint vor allem mit der Polyzythamia vera assoziiert zu sein. [80]
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Wenn keine der bekannten JAK2-Mutationen (insbesondere keine JAK2-V617F
oder JAK2 Exon 12-Mutation) gefunden werden kann, spielen MPL-Mutationen in
der Diagnose einer MPN eine wichtige Rolle.

Die Mutationen wurden zuerst bei der familidaren essentiellen Thrombozythamie
entdeckt [94] und sind inzwischen in die Leitlinien zur Diagnose JAK2-V617F -
negativer, BCR-ABL1-negativer chronisch myeloproliferativer Erkrankungen auf-
genommen [38]. Insbesondere bei positiver Familienanamnese scheint die MPL-

Mutation diagnostisch relevant zu sein [95].

Bei einem Teil der Patienten mit MPN sind aktivierende Mutationen in MPL, dem
myeloproliferative leukemia virus Protein zu finden. Bei MPL handelt es sich um
Produkt des Thrombopoietin Rezeptor Gens, typische Mutationen sind W515L und
W515K. [95]

Diese Mutationen finden sich deutlich seltener als die JAK2-Mutationen, nur in et-
wa 5% der Falle von primarer Myelofibrose und essentieller Thrombozythamie.
[96] [97]. Die wichtigste Tatsache ist jedoch, dass sich MPL- und JAK2-Mutationen
gegenseitig ausschliel3en, die Mutation somit bei einer PV de facto nicht vor-
kommt. [98]

Die MPL-Mutationsanalyse wird haufig in der Diagnostik JAK2- und CALR- negati-
ver (s.u.) MPN benutzt, auch wenn sie (alleine) in der Regel keine genaue Diffe-
renzierung zwischen den Entitaten erlaubt. [96] [97]

Sie stellt einen wichtigen Bestandteil der molekularen Diagnostik der MPN dar, in
den 2016 erneuerten WHO-Kriterien fur ET und PMF wurde die MPL-Mutation als

ein Hauptkriterium mit aufgenommen (siehe auch 1.3.4). [16]
1.3.3.2 Spliceosom-assoziierte Gene

Beim Splicing wird pra-mRNA in mRNA umgewandelt, welche anschliefend weiter
in Proteine Ubersetzt (= translatiert) wird. Die durch Transkription gebildete pra-
MRNA enthalt neben Exons noch Introns, diese werden beim Splicing entfernt. Die
verbleibenden Exons werden zur fertigen mRNA zusammengesetzt. Der Splicing-
prozess wird vom Spliceosom katalysiert, einem aus funf sogenannten snRNPs
(small nuclear ribonucloproteins) bestehendem RNA-Komplex. Diese interagieren
mit dem Intron. [99] [100] [101]

Man unterscheidet ein major- und minor-Spliceosom. Das major-Spliceosom be-
steht aus den snRNPs U1, U2, U4, U5 und U6. Diese wiederum bestehen aus
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verschiedenen Untereinheiten, U2 beispielsweise aus SF3B1, SF3A1 und einer
12S RNA Einheit. [99] Dazu kommen eine Reihe von Proteinen, die zum ,Zusam-
menbau® des Spliceosoms notwendig sind, z.B. U2AF1 (U2 small nuclear RNA
auxiliary factor 1) [102] , bzw. das Splicing unterstitzen in dem Splicing-Faktoren
zueinander gebracht werden oder mRNA aus dem Kern transportiert wird, wie z.B.
SRSF2 (serine/arginine-rich splicing factor 2) [103]

Das Splicing stellt einen elementaren, stark regulierten zellularen Prozess dar, der
wichtig fiir Gen-Expression und genetische Vielfalt ist. Uber 90% des menschli-
chen Genoms unterliegen alternativen Splicing-Prozessen, was die Bildung ver-
schiedener Protein-Isoformen, mit unterschiedlichen biologischen Funktionen, bei
einer nur beschrankten Anzahl an Genen, ermoglicht. [100] [101]

Als ,Krebs-spezifisches Splicing“ (cancer specific splicing), bezeichnet man Splici-
ngmuster, die durch spezifische Proteinsynthese Wachstum und Uberleben der
malignen Zellen begunstigen und entsprechend typischerweise bei Krebserkran-
kungen vorkommen. [104] [105]

Durch Sequenzierung des gesamten Exoms (whole exome-sequencing) fielen sol-
che Mutationen in Genen der Splicing-Maschinerie bei myelodysplastischen Syn-
dromen auf. [106]

In einer 2011 von Yoshida et al. publizierten Studie waren, je nach Entitat, einer
oder mehrere Splicingfaktoren bei 45% bis 85% der myelodysplastischen Syndro-
me mutiert. [106]

Bei MDS sind vor allem die Faktoren SF3B1, SRSF2, U2AF35 und ZRSRZ2 veran-
dert. Diese gehoren alle zum so genannten E/A-Splicing - Komplex, der, pathoge-
netisch in myeloischen Neoplasien, insbesondere myelodysplastischen Syndro-
men, eine zentrale Rolle einzunehmen scheint, da unter der Vielzahl von Splicing-

Komplexen typischerweise eben dieser Komplex spezifisch mutiert ist. [106]

Beim myelodysplastischen Syndrom oder MDS/MPN mit Ringsideroblasten aber
auch bei chronisch lymphatischer Leukamie kommt die SF3B7 Mutation vor,
SRSF2 Mutationen bei der CMML und fortgeschrittenen Formen des MDS, fortge-
schrittenen Formen der systemischen Mastozytose oder MDS vom Typ der refrak-
taren Anamie mit Blastenexzess. [107] [108] [109] [110]

SRSF2, gehort zu der Serin/Arginin-reichen Proteinfamilie. Der serine/arginine-rich

splicing factor 2 ist an 17925.1 lokalisiert und spielt eine wichtige Rolle in der Aus-
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wahl der Stelle des Splicings, dem Zusammenbau des Splicosoms und in der Re-
gulation sowohl des alternativen als auch des regularen Splicings. [111]

Die fur MPN und MDS typischen Mutationen in SRSF2 befinden sich in der Regel
in der Hotspot-Region im Kodon 95, das heil3t der Splicosom Komplex ist am oder
um das Kodon, das fur das Prolin an Position 95 codiert, mutiert. Haufige Mutatio-
nen sind beispielsweise p.P95H (47% der SRSF2-Punktmutationen bei der CMML
[112]), p.P95L (32% der SRSF2-Punktmutationen bei der CMML [112]) und
p.P95R (19,3% der SRSF2-Punktmutationen bei der CMML [112]).

Die Pathogenese dieser Mutationen ist bislang unbekannt, Hypothesen postulie-
ren, basierend auf in vitro und in silico-Analysen, dass die Mutationen sowohl
RNA-Bindung als auch die so genannten nuclear speckles (Ansammlungen von
Faktoren, die fur das Splicing bendtigt werden) beeinflussen. [113]

In der Progression chronisch myeloproliferativer Neoplasien spielen Mutationen in
SRSF2 eine wichtige Rolle. Bei den ,klassischen MPN®“ kommen Spleicosom-
assoziierte Mutationen bei ET und PMF vor, bei der PV nicht. [114] [115] Bei die-
sen Erkrankungen sind SRSF2-Mutationen mit IDH1/2 -Mutationen und einer ins-
gesamt schlechteren Prognose assoziiert. [116] [115] [117]

18,9% der Falle, bei denen eine leukamische Transformation aus MPN stattfindet,
sind SRSF2 mutiert. Diese Zahl Ubersteigt die bisher gefundenen Mutationen, ins-
besondere IDH1/2 (4%-13%) und TP53 (11,6%). [118] [119]

SRSF2 Mutationen finden sich hingegen selten in einer LT aus MDS oder in einer
primaren AML (< 5%) [106]

Bei der primaren Myelofibrose kommen SRSF2-Mutationen in etwas hoheren Pro-
zentzahlen (ca. 17%) vor, es wurde hier im Verlauf eine deutlich ungunstigere
Prognose und ein kurzeres Gesamtuberleben, sowie ein kirzeres Leukamie-freies
Uberleben gesehen. [117] [116]

Im Gegensatz zu anderen bekannten Mutationen bei MPN, wie zum Beispiel JAK2
und TET2 hat der SRSF2 Mutationsstatus, selbst bei schon erfolgter leukamischer
Progression, einen entscheidenden negativen Einfluss auf die Prognose. Zhang et
al. zeigten 2012, dass Patienten mit leukamischer Transformation einer MPN mit
SRSF2-Wildtyp eine deutlich bessere Prognose als Patienten mit mutiertem
SRSF2 (Gesamtuberleben: 307 Tage versus 117 Tage) haben, unabhangig von
Alter und zytogenetischem Risiko. [118]
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Die Mutation in SRSF2 konnte bei den MPN zur Risikostratifizierung fur spatere
leukamische Transformationen oder einen Progress hinzugezogen werden, sollte
sie bei den ubrigen MPN, wie bei der PMF, ebenfalls eine frihe somatische Muta-

tion darstellen. [117]

Als schnelles Screening-Tool zur Analyse einer SRSF2-Mutation eignet sich die
Untersuchung mittels Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus. Hiermit las-
sen sich die meisten SRSF2-Mutationen detektieren (abgesehen von der seltenen
p.P95A-Mutation). [108]

1.3.3.3 Epigenetische Modifikatoren

In der Entstehung und Progression der MPN spielen Veranderungen auf epigene-
tischer Ebene im Rahmen der DNA-Methylierung ebenfalls eine Rolle.

Zu den Vertretern, die sowohl in der Pathogenese, als auch in der Progression
chronisch myeloproliferativer Erkrankungen relevant sind, gehoren TET2 [120],
IDH1 und IDHZ2 [121], sowie DNMT3A [122].

Als Teil des Citrat Zyklus katalysieren IDH1 und IDHZ2 in Zytosol, Peroxysomen
und Mitochondrien die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat.

Mutationen in diesen Enzymen fuhren zur einer zellularen a-Ketoglutarat-
Verarmung und Aktivierung des nachgeschalteten onkogenen HIF-1a Signalwegs.
[123], sowie zu einer Uberaktivierung der NADPH-abhéngigen Reduktion von a-
Ketoglutarat zum (R)- Enantiomer von 2-Hydroxyglutarat (2-HG). Sowohl in Glio-
men, als auch in akuten Leukamien wurde der Akkumulation von 2-HG eine onko-
gene Rolle zugeschrieben. [121] [122] [124] [125] [126] Auch in der Progression
von MPN spielen Storungen im Isocitrat-Dehyrogenase-Stoffwechsel eine Rolle,
21% der Falle einer akute Leukamie aus PV oder PMF zeigen eine Mutation in der
IDH. [121] Bei Patienten mit de-novo AML oder nicht progredienter MPN wurden
diese Mutationen nicht gefunden. [121] Die Mutationen stellen innerhalb der
Krankheitsentstehung ein fruhes genetisches Ereignis dar und beglnstigen so die

Progression myeloproliferativer Neoplasien. [121]

Sehr fruhe somatische Mutationen in der hamatopoetischen Knochenmarkstamm-
zelle bei chronisch myeloproliferativen Neoplasien stellen TET2-Mutationen dar,
diese treten teilweise vor JAK2-Mutationen auf. [120]

Diese Mutation findet sich in rund 15 % aller myeloischen Neoplasien, unter ande-
rem MPN (12%), MDS (19%), sekundarer AML (24%) und CMML (22%). [120]
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Ursachlich handelt es sich um eine Deletion auf Chromosom 4q24, welche zu ei-
ner Dysfunktion des Tumor-Suppressor TETZ fuhrt. [120]

Die die Chromatin-Struktur verandernden, Mutationen in EZH2 [127] und ASXL1
wurden ebenfalls bei chronisch myeloproliferativen Erkrankungen gefunden, die
pathogenetische Relevanz dieser Mutationen ist noch weitestgehend unklar, zumal
sie nur bei einem kleinen Anteil der Patienten gefunden wird. [128]

1.3.3.4 Mutationen in Transkriptionsfaktoren

Schon langere Zeit ist bekannt, dass beim therapieassoziierten myelodysplasti-
schen Syndrom und bei der akuten myeloischen Leukamie nach Strahlenexpositi-
on oder zytoreduktiver Therapie, Mutationen im AML1/RUNX1-Gen eine wichtige
Rolle in der Pathogenese spielen. [129]

Ding et al. untersuchten 2009 417 Patienten mit MPN, von denen 4,3 % (n=14)
einen Progress zu einer akuten Leukamie zeigten. [130] Von diesen 14 Patienten
zeigten 5 eine Punktmutation im AML1/RUNX1-Gen (AML1 D171N Mutant). Diese
Patienten hatten zuvor eine zytoreduktive Therapie durchlaufen, was die Schluss-
folgerung zuliel3, dass es sich hierbei um eine Therapienebenwirkung handelt.
[130]

Bei einer signifikanten Anzahl von Patienten die eine leukamische Transformation
(LT) aus einer MPN erlebt haben, wurde ein loss of heterozygosity (LOH) in Form
einer Deletion an Chromosom 7p gefunden, was sich als Genlocus des IKZF1
Gens herausstellte. [131] Das IKZF1-Gen kodiert fur den Transkriptionsfaktor /ka-
ros, der eine zentrale Rolle in der Regulation der Hamatopoese spielt, ein komplet-
tes oder partielles Ausschalten dieses Transkriptionsfaktors fuhrt zu einer Vielzahl
hamatologischer Erkrankungen, wie T- und B-Zell Leukamien und Lymphomen.
[132] [133] [134]

Auch in der Progression von chronisch myeloproliferativen Erkrankungen spielt
Ikaros eine Rolle. 21% der Patienten mit LT versus 0,3% der Patienten in der

chronischen Phase einer MPN zeigten eine Deletion im IKZF1-Gen. [131]
In der de novo-AML spielt diese Deletion keine Rolle. [135]

Die genaue Rolle dieser Mutation bleibt jedoch noch unklar, die Haploinsuffizienz
scheint jedoch ein recht spates Ereignis im Krankheitsverlauf zu sein, welches zu
einer verstarkten Anfalligkeit der hamatopoetischen Stammzellen fur eine leukami-
sche Transformation fuhren konnte. Chromosomale Instabilitdt konnte hierfur der
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Grund sein, nahezu alle Patienten mit Deletion im |IKZF1-Gen zeigen multiple wei-
tere zytogenetische Aberrationen. [131]

Die deutliche Assoziation von JAK2- Mutationen mit Defekten im IKZF1-Gen bei
kindlicher ALL [136], legt eine direkte Beteiligung von lkaros im JAK-STAT-pathway
und somit eine Begunstigung der Leukamogenese nahe. JAK2-Mutationen, wie
zum Beispiel JAK2 Fusionen (TEL-JAKZ2) [137], fuhren zu einer dramatischen
Steigerung der Kinase-Aktivitat und sind somit in der Krankheitsentstehung we-
sentlich beteiligt. Das lasst den Schluss zu, dass insbesondere bei JAK2-mutierten
chronisch myeloproliferativen Erkrankungen lkaros in der Progression eine direkte
Rolle durch eine zusatzliche Aktivierung des JAK-STAT-Pathways spielt. [131]

1.3.3.5 Tumorsuppressorgene

Als Antwort auf zellularen Stress wird haufig der p53-Signalweg aktiviert, was dem
TP53-Gen erlaubt Transkriptionsprogramme koordiniert zu hemmen, beispielswei-
se um unkontrolliertes Zell-, oder Tumorwachstum nach genetischer Schadigung

zu vermindern bzw. zu verhindern. [138]

Abgeschwachte Funktion oder Verlust von p53 ist ein klassischer Weg der Kanze-
rogenese uber einen Verlust eines Tumor-Suppressors. Dies geschieht in 75% der
Falle der Tumorentstehung Uber p53, in den restlichen Fallen erwirbt das Protein

uber gain-of-function Mutationen onkogene Eigenschaften. [139]

p53 ist das haufigste in Krebserkrankungen mutierte Protein, mit inzwischen Uber
25000 bekannten Mutationen [140].

Patienten mit einer leukamischen Transformation einer MPN zeigten in einer Ana-
lyse des gesamten Genoms auf SNP (single-nucleotide polymophisms) zu fast
20% eine auffallige Amplifikation von Chromosom 1q. Dem gegenuber standen in
der Kontrollgruppe, MPN in chronischer Phase, nur 0,32% Amplifikationen in die-
ser Region. [141]

Weitere Analysen zeigten, dass diese Genregion MDM4 beinhaltet.

MDM4 ist als starker Inhibitor von TP53 in einer Vielzahl von Krebserkrankungen,
beispielsweise dem Retinoblastom, amplifiziert. Dies fuhrt zu einer ubermalligen

Hemmung von TP53 und somit zu einer Enthemmung des Zellzyklus. [142]

Bei der Sequenzierung des TP53 Gens fanden Harutyunyan et al. bei 27.3% der
Patienten mit leukdmischer Transformation aus MPN eine Mutation in diesem Gen,

wobei in den meisten Fallen (5 von 6 Patienten) homozygote Mutationen bzw.,
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bedingt durch uniparentale Disomie, beide Allele mutiert vorlagen. [141] Bei den
Patienten mit MPN in chronischer Phase fanden Harutyunyan et al. in nur 3.1%
eine TP53-Mutation. Leider waren in dieser Studie bei lediglich 2 Patienten Verlau-
fe dokumentiert (chronische vs. Blastenphase), sodass uber den Verlauf nur ein-
geschrankte Aussagen maglich sind.

Neuere Studien mit groReren Patientenzahlen zeigten, dass TP53 insbesondere
im Stadium der LT mutiert vorliegt, bzw. die Mutation eine leukamische Transfor-
mation hervorruft [118] [143]

Im Mausmodell konnte in neueren Studien gezeigt werden, dass durch Ausschal-
ten von TP53 die leukamische Transformation einer MPN (in der Studie mit der PV
untersucht) ausgeldst werden kann. [144]

Beer et al. zeigten, dass TP53-Mutationen eher bei einem JAK2-Wildtyp zu einer
leukamischen Transformation fuhren und dann mit dem Ausbruch der Leukamie
vergesellschaftet sind. [145] TP53-Mutationen kommen haufiger bei post-PV AML
und post-ET AML vor als bei einer sekundaren akuten Leukamie aus einer PMF.
[143]

Nakatake et al. beschrieben einen negativ-dominanten Einfluss von JAK2-V617F
auf p&3 durch die Steigerung der MDM2-Expression. Daruber fuhrt JAK2-V617F
zu einer funktionellen Inaktivierung von p53 und wurde so Studie als potentieller

Risikofaktor fur Progression der Erkrankung genannt [146]

So wurde gezeigt, dass sowohl eine funktionelle Inaktivierung von p53, z.B uber
JAK2-V617F oder MDM4, als auch eine Mutation im TP53-Gen selbst die Pro-
gression einer chronisch myeloproliferativen Erkrankung begulnstigen, wenn nicht

sogar auslésen konnen.

Eine valide und schnelle Methode zur TP53-Mutationsanalyse am Knochenmarkt-
repanat stellt die immunhistochemische Analyse von p53, beispielsweise mit p53-
DO1- oder p53-DO7-Antikorpern dar. Eine starke p53-Oberflachenexpression kor-
reliert hierbei mit einer TP53-Mutation. [147]

1.3.3.6 CALR-Mutationen

CALR, Calreticulin, ist sowohl als Chaperon im endoplasmatischen Retikulum (ER)
als eine Art ,Qualitatssicherung” fur die korrekte Faltung von Glykoproteinen ver-
antwortlich [148], als auch in der Calciumhomdstase beteiligt. [149]
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AuBerhalb des endoplasmatischen Retikulums spielt es als potentielles Onkogen
in der zellularen Stress-Antwort [148], in immunmodulatorischen Vorgangen und
Zelladhasion und -migration eine Rolle [150] [151] [152].

Eine CALR-Uberexpression ist mit zahlreichen malignen Erkrankungen, wie bei-
spielsweise dem hepatozellularen Karzinom (HCC) [153] und der akuten myeloi-

schen Leukamie assoziiert. [154] [155]

Jedoch wurde, auRer bei chronisch myeloproliferativen Erkrankungen, bislang kei-
ne deaktivierende, somatische Mutation von CALR oder anderen endoplasmati-

schen Chaperonen in der Krebsentstehung beschrieben [156].

Nangalia et al. beschrieben 2013 bei Patienten mit MPN 19 verschiedene CALR-
Mutationen, die durch Leserasterverschiebung alle das C-terminale Ende des Pro-

teins beeinflussen. [156]

In der Studie von Nangalia et al. zeigten bei chronisch myeloproliferativen
Erkrankungen, die JAK2-V617F-negativ und MPL-WT waren, 70% der
untersuchten Proben eine der 19 bekannten CALR-Mutationen. (71% der
Patienten mit ET, 56% der PMF-Falle, 8% der Falle mit MDS, sowie 86% der Falle,

die einen Progress einer ET zu einer Myelofibrose gezeigt haben).

In den Kontrollgruppen, JAK2-V617F- und MPL-Mutationstragern, sowie Zellen

aus Lymphomen und soliden Tumoren, wurden keine CALR-Mutationen gefunden.

Der CALR-Mutationsstatus wird als diagnostisches Werkzeug zur Diagnose, ins-
besondere JAKZ2-V617F-negativer chronisch myeloproliferativer Erkrankungen
genutzt und hat Einzug in die WHO-Kriterien fur ET und PMF gefunden. [156] [38]
[16]
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1.3.4 WHO-Kriterien zur Diagnose einer MPN

Die Tabellen 6,7 und 8 stellen die WHO-Kriterien aus dem Jahr 2016 zur Diagnose

der drei klassischen MPN zusammen. [10]

WHO-Kriterien fur eine Polyzythdmia vera (PV)

Die Diagnose erfordert alle Hauptkriterien
oder zwei Hauptkriterien plus das Nebenkriterium:

Hauptkriterien
1 Hamoglobin > 16.5 g/dL bei Mannern, 16.0 g/dL bei Frauen oder Hamatokrit >

49% bei Mannern, > 48% bei Frauen oder Erhéhung der Erythrozytenmasse um
> 25% uber der Norm
2 Hyperzelluldres Knochenmark mit Panmyelose: gesteigerte erythrozytare, gra-
nulozytare und pleomorphe, reife megakaryozytare Proliferation '
3 JAK2V617F oder JAK2 Exon 12 Mutation
Nebenkriterium
1 Erniedrigter EPO-Spiegel

1 auf eine Knochenmarkbiopsie kann unter Umsténden verzichtet werden, wenn Hauptkriteri-
um 1 und 3 sowie das Nebenkriterium vorliegen, eine (bei rund 20% der Patienten schon zu
Beginn vorliegende) Myelofibrose kann dann jedoch nicht festgestellt werden. Die initiale Kno-
chenmarkfibrose stellt wahrscheinlich einen Risikofaktor fiir eine schnellere Progression zur
post-PV Myelofibrose dar.

WHO-Kriterien fur eine essentielle Thrombozythamie (ET)

Die Diagnose erfordert alle 4 Hauptkriterien
oder die ersten 3 Hauptkriterien plus das Nebenkriterium:

Hauptkriterien

1 Thrombozytenzahl = 450 x 10%/L

2 Das Knochenmark zeigt im Wesentlichen eine Vermehrung der megakaryozytaren
Reihe mit einer gesteigerten Anzahl an vergroRerten, reifen Megakaryozyten. Kei-
ne wesentliche Vermehrung oder Linksverschiebung der Granulopoese und/oder
Erythropoese

3 Kriterien fur PV, PMF, BCR-ABL 1-positive CML, MDS oder andere myeloische
Neoplasie treffen nicht zu

4 Nachweis einer JAK2-, CALR- oder MPL- Mutation

Nebenkriterium

1 Nachweis eines anderen klonalen Markers oder Ausschluss einer reaktiven
Thrombozytose '

' Ursachen einer reaktiven Thrombozytose: Eisenmangel, Splenektomie, chirurgische Eingriffe,
Entziindungen, metastasierte Malignome, lymphoproliferative Erkrankungen. Das Vorliegen einer
dieser Ursachen schlief3t eine ET jedoch nicht abschlieRend aus.
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WHO-Kriterien fur die primare Myelofibrose (PMF)

Préfibrotisches Stadium

Die Diagnose erfordert alle 3 Haupt- und ein Nebenkriterium

Hauptkriterien
1 In der Knochenmarkhistologie Proliferation atypischer Megakaryozyten mit einer

Retikulin- oder Kollagenfaserfibrose < Grad 1 ', gesteigerte Knochenmarkzellulari-
tat, meist durch gesteigerte Granulopoese und verminderte Erythropoese

2 Kiriterien fur PV, ET, BCR-ABL 1—positive/negative CML, MDS oder andere myeloi-
sche Neoplasie treffen nicht zu

3 Nachweis einer JAK2-, CALR- oder MPL -Mutation eines anderen klonalen Mar-
kers? oder Ausschluss einer reaktiven Knochenmarkfibrose®

Nebenkriterien (in zwei konsekutiven Untersuchungen bestimmt)
1 Anamie, die nicht durch andere Ursachen erklart werden kann
2 Leukozytose > 11000/pl
3 Palpable Splenomegalie
4 Erhohte LDH im Serum

Fibrotisches Stadium

Die Diagnose erfordert alle 3 Haupt- und ein Nebenkriterium

Hauptkriterien
1 In der Knochenmarkhistologie Proliferation atypischer Megakaryozyten mit Retiku-

lin- oder Kollagenfaserfibrose Grad 2 oder 3 ', gesteigerte Knochenmarkzellularitat
meist durch gesteigerte Granulopoese und verminderte Erythropoese

2 Kiriterien fir PV, ET, BCR-ABL 1-positive/negative CML, MDS oder andere myeloi-
sche Neoplasie treffen nicht zu

3 Nachweis einer JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation eines anderen klonalen Mar-
kers? oder Ausschluss einer reaktiven Knochenmarkfibrose®

Nebenkriterien (in zwei konsekutiven Untersuchungen bestimmt)

1 Anamie, die nicht durch andere Ursachen erklart werden kann

2 Leukozytose > 11000/ul

3 Palpable Splenomegalie

4 Erhohte LDH im Serum

5 Leukoerythroblastisches Blutbild

' Graduierung der Knochenmarkfibrose: siehe Tabelle 4
2 haufig ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1

3 Ursachen einer sekundéaren Knochenmarkfibrose: Infektionen, Autoimmunerkrankungen oder
andere chronische entzindliche Erkrankungen, Haarzellleukdmie und andere lymphatische Neo-
plasien, metastasierte Malignome, toxische Markschaden. Auch hier schlie3t das Vorliegen einer
maoglichen sekundaren Ursache die primare Myelofibrose nicht abschlieRend aus.

Tab. 6, 7 & 8: WHO-KTriterien zur Diagnose einer MPN; nach [10]
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1.4 Progression

Myeloproliferative Erkrankungen verlaufen haufig biphasisch. Nach einer teils jah-
relangen stabilen Phase, die durch eine Uberproduktion einer oder mehrerer reifer
Zelllinien gekennzeichnet ist, durchlauft ein variabler Anteil der MPN einen Pro-
gress zu hamatopoetischer Insuffizienz mit uni- oder biliniarer Insuffizienz oder
Panzytopenie. Diese Insuffizienz kann durch Entwicklung einer Myelofibrose, ei-
nes myelodysplastischen Syndroms, einen Progress in eine akute Leukamie oder
durch eine Kombination dieser verursacht sein. Den Zeitraum zwischen stabiler
Phase und der terminalen Phase nennt man Akzeleration. Eine Progression ftritt

meist 10-15 Jahre nach Erstdiagnose ein. [157]
1.4.1 Fibrose

Myelofibrose und extramedullare Blutbildung sind Zeichen der Progression einer
PV, diese Phase wurde friher auch spent phase genannt. [158] Histologisch zeigt
sich eine Reduktion von Granulopoese und Erythropoese, was zur Normalisierung
des Hb-Werts fuhren kann. Durch die zunehmende Fibrose, kommt es zu
extramedullarer Blutbildung mit konsekutiver Splenomegalie. [158] Nach 10-
jahriger Erkrankungsdauer betrifft dies rund 20% der Patienten mit Polyzythamia
vera. [159] Patienten mit ET hingegen zeigen ausgesprochen selten eine relevante
Markfibrose, mit weniger als 1% nach 10 Jahren und weniger als 10% nach 15

Jahren Erkrankungsdauer. [160]

Zwar zeigen die Megakaryozyten je nach ursprunglicher Erkrankung in der Regel
verschiedene Morphologien und zytogenetische Auffalligkeiten, zur Diagnose einer
post-PV- oder post-ET-Myelofibrose (post-PV-MF/post-ET-MF) ist eine vorherige
Diagnose eben dieser Erkrankung notwendig (Tab. 9 & 10. bzw. Tab. 6 & 7). [161]

Obwohl post-PV Myelofibrose und die PMF im fibrotischen Stadium die Myelo-
fibrose als deutliches gemeinsames Merkmal haben, unterscheiden sie sich in ih-
rer Pathogenese erheblich. Wahrend die post-PV Myelofibrose die spate Phase
einer klonalen, myeloischen Erkrankung ist, deren zunehmende Anzahl an Mutati-
onen die Erkrankung von einer hoch-proliferativen Erkrankung, zu einem Syndrom
mit Knochenmarkversagen wandeln, hat die PMF dieses Potential meist von Be-
ginn an und entwickelt sich innerhalb eines kirzeren Zeitraums in Richtung dieses
Endstadiums. [157] Entsprechend zeigt die Polyzythamia vera im fibrotischen Sta-
dium eine deutlich grof3ere Anzahl somatischer Mutationen und komplexer Karyo-

typen. [161] [162]
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Die Diagnose einer post-ET oder post-PV Myelofibrose erfolgt anhand der Krite-
rien, die von der International Working Group for MPN Research and Treatment
(IWG-MRT) festgelegt wurden (Tab. 9 und Tab. 10) [163] Zur Graduierung der Fib-

rose siehe Tab. 4.

FUr die Diagnose einer post-ET Myelofibrose bzw. einer post-PV Myelofibrose

mussen beide Hauptkriterien und je zwei Nebenkriterien erflllt sein.

Diagnostische Kriterien fur eine post-PV Myelofibrose

1 Vorangegangene Diagnose einer PV entsprechend der WHO-Kriterien (s.0.)

Knochenmarkfibrose Grad 2—3

Hauptkriterien
N

1 Anamie oder stabiler HB ohne zytoreduktive Therapie oder Aderlass
2 Leukoerythroblastisches Blutbild

3 Zunahme der Splenomegalie um = 5 cm (tastbar unter dem Rippenbogen)

oder neu auftretende Splenomegalie

Nebenkriterien

4 21 der folgenden B - Symptome: > 10% Gewichtsverlust in 6 Monaten, Nacht-
schweil}, Fieber (>37.5°C)

Tab. 9: Diagnostische Kriterien fiir eine post-PV Myelofibrose nach [163]
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Diagnostische Kriterien fur eine post-ET Myelofibrose

S 1 Vorangegangene Diagnose einer ET entsprechend der WHO-Kriterien (s.0.)
E
.g
2 2 Knochenmarkfibrose Grad 2-3
T
1 Anamie und / oder ein Absinken des Hb-Werts von = 2 g/dL
- 2 Leukoerythroblastisches Blutbild
.0
.*GE) 3 Zunahme der Splenomegalie um = 5 cm (tastbar unter dem Rippenbogen)
=< oder neu auftretende Splenomegalie
o
S 4 Erhohte LDH

5 =1 der folgenden B - Symptome: > 10% Gewichtsverlust in 6 Monaten, Nacht-
schweil3, Fieber (> 37.5°C)

Tab. 10: Diagnostische Kriterien fiir eine post-ET Myelofibrose nach [163]
1.4.2 Akzeleration

Zeichen der Akzeleration sind eine Zunahme von Blasten im peripheren Blut und
Knochenmark, deren Anzahl > 10% und < 20% betragt und/oder eine zunehmende
Dysplasie der Hamatopoese. Es zeigt sich histologisch das Bild eines MDS mit
Fibrose. [157] Klinisch liegt meist eine uni- oder bilindre Zytopenie, gelegentlich
auch eine Panzytopenie vor. Die Entwicklung zunehmender Dysplasien charakte-
risiert wahrscheinlich einen der naturlichen Verlaufe myeloproliferativer Erkran-
kungen. Einige Studien sehen eine Assoziation von Dysplasie mit vorangegange-
ner Therapie mit Alkylanzien und P3, diese Akzeleration kommt jedoch auch bei

einer Vielzahl von Patienten ohne vorangegangene Therapie vor. [164]
1.4.3 Leukamische Transformation

Die Entwicklung einer sog. Blasten-Phase, also die Transformation zu einer akuten
Leukamie, ist durch > 20% Blasten in Knochenmark oder Blut definiert und tritt
insgesamt seltener ein als die chronische Entwicklung zu Fibrose oder Dysplasie.
[153] Durch die Infiltration im Knochenmark werden die Zellen der Hamatopoese
mehr und mehr verdrangt, mit daraus resultierender Anamie und Thrombozytope-
nie. [157, 165] Neben der leukdmischen Transformation kann es sehr selten auch
zu einer extramedullaren Progression der Erkrankung mit Lymphknoten- Leber-

oder Milzinfiltration durch die leukéamischen Blasten oder zur Ausbildung von Chlo-
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romen (= extramedullare, solide Ansammlungen von leukamischen Blasten, auch

myeloisches Sarkom genannt) kommen. [166] [157, 165]

Das hochste Risiko einer Transformation zur Leukamie, mit 8%-10% nach 10 Jah-
ren, haben Patienten mit primarer Myelofibrose, gefolgt von Patienten mit PV (5%-
10%). Ein insgesamt geringes Risiko haben an essentieller Thrombozythamie Er-
krankte mit 2%-5% nach 10 Jahren Erkrankungsdauer. [167] Das Risiko einer LT
bei post-ET oder post-PV Myelofibrose entspricht in etwa dem Risiko einer LT bei
PMF, in etwa 10% [168]

Auch hier zeigte sich die Entwicklung mit vorangegangener Therapie mit Alkylan-
zien und P32 assoziiert, jedoch haben ca. 25% der Patienten mit MPN in der Blas-
ten-phase zuvor diese Therapien nicht erhalten. [169, 170] Dies legt nahe, dass
eine maligne Transformation, ebenso wie Fibrose und Dysplasie, einen der mogli-

chen naturlichen Verlaufe der Erkrankung darstellt. [171] [165]

Das entspricht der Hypothese, dass, ahnlich der sogenannten Richter-
Transformation bei chronisch lymphatischer Leukémie [172] oder dem Ubergang
zwischen chronischer und blastarer Phase der CML, somatische Mutationen in
Schlusselgenen die Blastenkrise auslosen. [173] [174]

In der Blastenkrise einer MPN entsteht in der Regel eine akute myeloische Leu-
kamie (AML), die Entwicklung einer akuten lymphatischen Leukamie (ALL) hinge-
gen ist eine Raritat [175]. Im Fall einer ALL aus MPN ist eher von einer Zweitneo-
plasie auszugehen. [175]

Die haufigste Untergruppe einer myeloischen Leukamie nach Transformation aus
einer Myelofibrose (inkl. post-PV und post-ET MF) ist mit rund 25% die Akute me-
gakaryoblastare Leukamie (AML FAB-M7), gefolgt von der AML FAB-MO (22 %)
und FAB-M2 (18%) (Akute myeloische Leukamie mit minimaler Differenzierung &
mit Ausreifung). [176] [170] [165]

Eine leukamische Transformation aus myeloproliferativer Neoplasie hat eine we-
sentlich schlechtere Prognose, als eine de-novo-AML, lasst sich entsprechend
schwerer therapieren, bzw. zeigt sich haufig therapierefraktar. [170] [165]
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1.4.4 Knochenmarkbefunde der MPN in fortgeschrittenen Stadien: Fibrose,

Dysplasie, Leukamie

Fortgeschrittene oder terminale Formen der Polyzythamie sind gekennzeichnet
durch eine deutliche Linksverschiebung der neutrophilen Granulopoese zusam-
men mit einer Reduktion der kernhaltigen erythropoetischen Vorlauferzellen. Eine
Knochenmarkfibrose zeigt sich durch eine Verdickung der Sinus-Wande, die so-

genannte Sinus-Wand-Sklerose. [68]

Die fortgeschrittene Fibrose zeigt ein engmaschiges Retikulin-Netz und grobkérni-
ge Kollagen-Biindel, die sich Uber das gesamte Knochenmark ausbreiten. (Abb.6)
Kollagen- und Retikulinfibrose sind in der Regel durch verstarkte Proliferation un-
reifer und atypischer Megakaryozyten begleitet, was der Akzeleration der Erkran-
kung entspricht. [68] Klinisch zeigt sich ein solches Stadium in der Regel durch
eine Normalisierung des Hb-Werts und eine zunehmende Splenomegalie, haufig
durch B-Symptome begleitet (siehe auch post-PV Myelofibrose). [177].
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung: Post-PV Myelofibrose (Patient 62)

1. Insgesamt deutlich vermindert Erythropoese, deutlich vermehrte Megakary-
ozyten, diese teils geclustert liegend, teils hypolobuliert, dysplastisch. Die
Granulopoese reduziert mit geringer Ausreifung.

2. Inder Silber-Farbung zeigt sich eine deutliche Fibrose mit diffuser und dich-
ter Retikulinfaservermehrung mit groben Kollagenblndeln.
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Abb. 7: Exemplarische Darstellung: Akzeleration einer PV zu einem sekunda-
ren MDS (Patient 137)

Sekundares myelodysplastisches Syndrom vom Typ der refraktaren Zytopenie mit
trilinedrer Dysplasie (RCMD) nach einer Polyzythamia vera:

1. Deutlich hyperzelluldares Knochenmark (Zelllularitat > 90 %). Die Gra-
nulopoese ist gesteigert und linksverschoben. Keine Vermehrung von Spei-
chereisen, keine Faservermehrung.

2. Die Glykophorin A - Farbung zeigt die deutlich gesteigerte und dysplasti-
sche Erythropoese.

3. Die Farbung gegen CD61 zeigt die ebenfalls deutlich gesteigerte und dys-
plastische Megakaryopoese.

Beim sekundaren MDS aus einer MPN sich eine Akzeleration durch Zunahme der
Blasten, teils Megakaryoblasten, die >10% jedoch weniger als 20% der KM-
Zellularitat ausmachen [157] In Abgrenzung zur leukdmischen Transformation liegt
histologisch kein Blastenrasen vor. [157] (Abb. 7 / 8).
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Abb. 8: Exemplarische Darstellung: Progression eines MPN/MDS-UC zur einer
AML (Patient 139)

1. MPN/MDS-UC: Deutlich Hyperzellulares Knochenmark mit in allen drei Zell-
linien ausreifender Hamatopoese, in der

2. CD61-Farbung zeigt sich eine gesteigerte Megakaryopoese mit Dysmeg-
akaryopoesezeichen.

3. Ausgepragte Retikulinfaserfibrose (Silber-Farbung). Insgesamt akzentuie-
rung der myeloproliferativen Komponente.

4. - 6. Progression der Erkrankung zu einer AML: Deutlich Hyperzellulares
Knochenmark mit Vermehrung von Megakaryozyten (5.), sowie einer
dichten Infiltration durch Myelozyten und Promyelozyten.

Die Erythropoese erscheint deutlich vermindert.
(4. Giemsa, 5. CD61, 6. ASDCL)
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war eine Untersuchung und Einteilung der Verlaufe von MPN und
MDS/MPN an sequentiellen Praparaten von Knochenmark-Trepanaten. Zunachst
wurden der morphologische (histopathologische) und der klinische Verlauf be-
trachtet, die Falle ggf. neu klassifiziert und in eine Gruppe der Progression und
eine Kontrollgruppe, Patienten mit stabiler, also nicht progredienter/akzelerierter
MPN, eingeteilt. Zur Gruppe der Progression zahlten Patienten sowohl mit klini-

schen, als auch mit histologischen Zeichen fur eine Progression.

Die Verlaufe wurden mit einer Untersuchung der molekularen Mechanismen der
Progression und mdglicher additiver Effekte von Mutationen korreliert. Ein beson-
derer Fokus lag auf der Bedeutung der Mutationen in SRSF2 und TP53. Die Hypo-
these lautete, dass, wie bei der primaren Myelofibrose, SRSF2 eine frihe, soma-
tisch erworbene Mutation darstellt, die als Risikofaktor eine Progression
begunstigt, auch wenn klinisch und in der Knochenmarkhistologie noch kein Hin-
weis auf eine Progression besteht. Eine leukamische Transformation kann dann
durch Mutationen im TP53-Gen ausgelost werden. Als schnelle Screening Mog-
lichkeit sollte eine RFLP-Analyse fur SRSF2 und eine immunhistochemische Ana-
lyse von p53, bzw. TP53 dienen. Als klassischer Marker fur myeloproliferative Er-
krankungen sollte der JAK2-Mutationsstatus ebenfalls betrachtet werden.

2 Material und Methoden

2.1 Auswabhl der Studienfalle und Einordnung in Gruppen

Es wurden bei einer ersten Archivsuche etwa 200 Falle ermittelt, Patienten bei de-
nen klinisch der Verdacht auf eine myeloproliferative Neoplasie geaul3ert wurde
oder bei denen eine solche Neoplasie schon bekannt war und eine erneute Kno-
chenmarkbiopsie entnommen wurde. Gesucht wurde mit dem digitalen Fallerfas-
sungs- und Befundungsprogramm ,NEXUS/PAS-NET“ (NEXUS AG, 60314 Frank-
furt am Main, Deutschland). Parallel dazu wurden die klinischen Verlaufe der

Patienten anhand von Arztbriefen und Laborwerten evaluiert.

Ausgeschlossen wurden Falle bei denen sich der klinische Verdacht einer MPN
histologisch nicht bestatig hat, ebenso Falle mit einer (typischen, BCR/ABL"-)
chronisch myeloischen Leukamie. Im Anschluss wurden samtliche Falle durch ei-
nen erfahrenen Hamatopathologen (Professor Dr. F. Fend) histologisch und im-
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munhistochemisch reevaluiiert und gegebenenfalls reklassifiziert. Als Grundlage
fur die Einteilung dienten die WHO-KIlassifikationen von 2008 und 2016 [16], [13,
15] Ziel waren Falle in denen sich eine PV, ET oder PMF bestatigte. MDS/MPN-
UC (inkl. aCML) wurden in der Studiengruppe behalten, ebenso wie MDS und AML
nach vorangegangener MPN. Die nach den WHO-Kriterien von 2008 noch zu den
MPN zahlende Mastozytose wurde nicht mit in das zu untersuchende Kollektiv
aufgenommen. Nach diesem Reevaluationsprozess blieb ein Studienkollektiv mit
insgesamt 133 Fallen von insgesamt 75 Patienten. Der Grofteil der verwendeten
Knochenmarkbiopsate und -Schnitte stammt aus dem Archiv des Instituts fur Pa-
thologie und Neuropathologie in Tubingen. Dabei handelt es sich um Proben von
Patienten, die entweder in der Medizinischen Universitatsklinik oder Kinderklinik in
Behandlung waren und sind oder von externen Einsendern, angeschlossenen Kii-

niken oder niedergelassenen Arzten.
Die Studie wurde von der lokalen Ethikkomission genehmigt.
2.2 Verwendete Geratschaften und Reagenzien

Eingesetzte Losungen

10x TBE-Puffer Hergestellt aus:
0,89 M TRIS
0,02 M EDTA- Na;
0,89 M Borsaure

DNA-Extraktion - Reagenzien

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Proteinase K (100 Roth, Karlsruhe oder Qiagen®, Venlo, Niederlande
mg/ml)

QlAamp® DNA FFPE Qiagen®, Venlo, Niederlande

Tissue KIT: Enthalt:

QIAamp MinElute® Columns 50

Collection Tubes (2 ml) 3 x 50

Buffer ATL 14 ml (Tissue Lysis Buffer)

Buffer AL12 ml (Lysis Buffer AL)

Buffer AW1 (concentrate) 19 ml (Wash Buffer)
Buffer AW2 (concentrate) 13 ml (Wash Buffer)
Buffer ATE 20 ml
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RNAse A (100 mg/ml)

Xylol
PCR - Reagenzien
dNTPs

AmpliTag Gold® DNA
Polymerase(5U/ul), ink
10x PCR-Puffer und
Magnesiumchlorid

Primer
AF4/X3U
AF4/X3L
AF4/X11U
AF4/X11L
PLZF/X1U
PLZF/X1L
RAG1/X2U
RAG1/X2L
TBXAS1/X9U
TBXAS1/X9L
SRSF2_P3I_M13_F

SRSF2_P3_M13m_R

Proteinase K 1.25 ml (100 mg/ml; 7000 units/ml)

QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit, Qiagen®, Venlo, Nie-
derlande

VWR Darmstadt, Deutschland

Fermentas Life Sciences St. Leon-Rot, Deutschland

Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA

Sequenz Hersteller
GGAGCAGCATTCCATCCAGC alle:

Sigma-Aldrich,
CATCCATGGGCCGGACATAA St. Louis, MO,
CCGCAGCAAGCAACGAACC USA
GCTTTCCTCTGGCGGCTCC

TGCGATGTGGTCATCATGGTG
CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC
TGTTGACTCGATCCACCCCA
TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA
GCCCGACATTCTGCAAGTCC
GGTGTTGCCGGGAAGGGTT

TGTAAAACGACGGCCAGTGCTGAGGAC
GCTATGGATG

CAGGAAACAGCTATGACAATCATCGGCT
GTGGTGTGAGTCC

Elektrophorese — Reagenzien

GelRed™ Nucleic Acid
Stain

GenRuler100bp DNA-
ladder inkl. Loading-
Dye

LE Agarose

Biotium®, Hayward, CA, USA

Fermentas®, Burlington, Kanada

Biozym Scientific GmbH®, Wien
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TBE-Puffer Carl Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

RFLP - Reagenzien

FastDigest Bsadl inkl.
10x Fast Green Buffer

Thermo Scientific®, Waltham, Massachusetts, USA

Pipettenspitzen

Gerate

Elektrophoresekam- PEQLAB®, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
mer, Schlitten und land

Kamme

Heizblock PEQLAB®, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-

land

Magnetriihrer IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland
Mikrowelle Samsung, Suwon, Sudkorea

Pipetten Pipetman Gilson, Middleton, WI, USA

Safe Seal Tips®, Biozym Scientific GmbH Oldendorf,
Deutschland

Reaktionsgefalle 2,0 ml, 1,5 ml, 0,5 ml Eppendorf Cups
Eppendorf, KdIn/Wesseling, Deutschland
Spectrometer Nano Drop 2000°:
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermocycler LightCycler® 480:
Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland
Thermocycler® ABI 9700:
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Thermoschiittler PEQLAB®, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land
UVv- HERAsafe®, Thermo Scientific/Dharmacon, Lafayette,

Bestrahlungsgerat

CO, USA
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Zentrifugen

UV-Licht Geldoku-

mentationssystems

Biofuge 13R: Thermo Fisher Scientific® Dharmacon,
Lafayette, CO, USA

COMBI-SPIN FVL-2400: PEQLAB®, Biotechnologie
GmbH, Erlangen, D

Minizentrifuge: neoLab®, Heidelberg, Deutschland

Vortex-2-Genie®: Scientific Industries, Bohemia,
NY, USA

PeglLab® Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land

p53-Immunhistochemie

Liquid Mouse Mono-
clonal p53-(DO-7)-
Antikorper

BenchMark® ULTRA
Automated IHC/ISH
slide staining system

BenchMark® XT
IHC/ISH slide staining
system

Novocastra®, Leica Biosystems, NuBloch, Deutsch-

land

Verdinnung: 1:200
Ventana Medical Systems®, Tucson, AZ, USA

Ventana Medical Systems®, Tucson, AZ, USA
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2.3 DNA-Extraktion und PCR zur Bestimmung der Amplifizierbarkeit der
DNA

2.3.1 DNA-Extraktion mit QI Aamp® DNA FFPE Tissue KIT

Ausgangsmaterial fur die DNA-Extraktion waren Knochenmarktrepanate in Paraffin-
Blocken (FFPE-(Formalin-fixed, paraffin-embedded)Gewebe). Die Trepanate wurden
hierfir in Neutral-Formalin gepuffert, mit EDTA entkalkt und in Paraffin eingebettet.
Diese saurefreie Entkalkung bietet den Vorteil, dass sie, auch ruckblickend, nahezu

uneingeschrankt molekulare Analysen zulasst. [178]

Die Paraffin-Blocke wurden mittels Microtom 5um dick geschnitten und 10 bis 15 die-

ser Schnitte aufgerollt in 1,5 ml Reaktionsgefalle gegeben.

Es folgte die Entparaffinierung mit Xylol und Ethanol. Zu den Schnitten erfolgte die
Zugabe von 1 ml Xylol, Mischen Uber 5 sec im Vortex, 5-minutige Inkubation und da-
nach bei 13.000 rpm eine 5-miniitige Zentrifugation. Es wurde der Uberstand abge-
nommen und dann der erste Schritt wiederholt. Danach erfolgte die Zugabe von 1 ml
100% Ethanol, 5 sec mischen im Vortex, eine 5-minutige Inkubation, eine erneute-
Zentrifugation bei 13.000 rpm Uber 5 min. Auch dieser Schritt erfolgte zweimalig. Da-
nach wurde das Ethanol abgenommen und das Gewebe zusammen mit dem restli-
chen Ethanol bei 50°C (im Peqlab® Thermoschiittler) mit offenem Deckel getrocknet

bis das Ethanol vollstandig verdampft war.

Die Zelllyse und DNA-Extraktion erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers mit dem
QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit: Hierfur wurden in das 1,5 ml Reaktionsgefal® mit
dem entparaffinierten Gewebe 180 ul Puffer ATL (QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit,
Quiagen, Venlo, Niederlande) gegeben, welches mit 20ul Proteinase K (Roth, Karls-
ruhe oder QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit, Quiagen, Venlo, Niederlande) versetzt
und im Vortex gemischt wurde. Bei 56°C und 500 rpm erfolgte im Thermoschuttler
die Zelllyse iber mindestens 18 Stunden (Peqlab® Thermoschiittler). Sollte danach
makroskopisch das Gewebe noch nicht vollstandig lysiert sein, wurden weitere 10 pl
Proteinase K hinzugegeben und das Gewebe nochmals Uber mindestens 30 min ly-
siert um eine maximale DNA-Ausbeute zu erreichen. [1]

Danach erfolgte eine Inkubation bei 90°C Uber 1 h (im Peqlab® Thermoschiittler).
Nach kurzer Zentrifugation wurden 2 ul RNAse A (QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit,

Quiagen, Venlo, Niederlande) mit einer Konzentration von 100 mg/ml hinzugegeben
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und bei Raumtemperatur fur 2 Minuten inkubiert. Es erfolgte die Pufferung mit 200 pl
Puffer AL (QlIAamp® DNA FFPE Tissue Kit, Quiagen, Venlo, Niederlande), Mischen,
Zugabe von 200 ul Ethanol (96-100%), Mischen und kurzes Zentrifugieren.

Das Lysat wurde in eine QIAampMinElute Saule (QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit,
Quiagen, Venlo, Niederlande) Uberfuhrt und bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert, da-
nach die Saule in ein frisches 2 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Aufreinigung wurde
mit 500 ul Puffer AW1 (Quiagen, Venlo, Niederlande) fortgesetzt, welcher auf die
QIAampMinElute Saule (Quiagen, Venlo, Niederlande) gegeben wurde. Anschlie-
Rend wurde fur 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert und die Saulen in frische 2 ml Reak-
tionsgefalle uberfuhrt. Es folgte die weitere Aufreinigung mit 500 pl Puffer AW2 nach
demselben Schema (8000 rpm fur 1 min, frische 2 ml Reaktionsgefal’e). Danach
Trocknen der Membran bei 14000 rpm Uber 3 min.

Die Saule wurde in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefaly gegeben, 30 pl Puffer ATE
(QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit, Quiagen, Venlo, Niederlande) in das Zentrum der
Membran gegeben, fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end
nochmals bei 14000 r/min 1min lang zentrifugiert. Das Eluat wurde abgenommen

und wieder in das Zentrum der Membran gegeben, erneut inkubiert und zentrifugiert.

Die anschlieBende Messung der DNA-Konzentration erfolgte spektrometrisch im
NanoDrop2000 Spectrometer (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA). Zur
weiteren Verarbeitung wurden die Proben anschlielfend mit ddH20 auf 50 ng/pl ver-

dunnt, direkt weiterverarbeitet oder bei -20°C zur spateren Verwendung gelagert.

2.3.2 PCR zur Bestimmung der Amplifizierbarkeit der DNA

Nach Bestimmung der Konzentration der extrahierten DNA, erfolgte eine PCR zur
Bestimmung der Amplifizierbarkeit der DNA. Formaldehyd, welches fur die Einbet-
tung der Knochemarkbiopsate verwendet wird, erzeugt Querverbindungen in DNA
und zwischen Proteinen und versursacht durch den sehr niedrigen pH-Wert (<1)
Strangbriche der DNA. [179] Dadurch ist die DNA, die aus FFPE-Proben extrahiert
wird, haufig fragmentiert und schwierig amplifizierbar. [180] Die Lange der DNA-
Fragmente betragt oftmals < 500bp. Bevor molekulargenetische Analysen durchge-
fuhrt werden, sollte, um fehlerhafte Befunde auszuschliel3en, die Amplifizierbarkeit
der DNA Uberpruft werden. [1]
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Van Dongen et al. beschrieben 2003 eine zuverlassige, schnelle Methode zur Ab-

schatzung der DNA-Qualitat [181], an der sich das Protokoll orientiert. Die Zielse-

quenzen dieser Untersuchung liegen in den Genen fur AF4 (Exon 3 und Exon 11),
PLZF, RAG1 und TBXAS1. Diese Gene enthalten gro3e Exons und offene Leseraster.
Dies erlaubt eine gute Amplifizierbarkeit. Durch die eingesetzten Primer entstehen,

abhangig vom Fragmentierungsgrad, Amplifikate mit unterschiedlicher Lange, welche

sich anschlieRend mittels Elektrophorese darstellen lassen: 600 bp (AF4 Exon 3),
400 bp (AF4 Exon 11), 300 bp (PLZF), 200 bp (RAG1), 100 bp (TBXAST) (Tab. 11).

Primer Sequenz Konzentration in der
PCR

AF4/X3U GGAGCAGCATTCCATCCAGC 2,5 pmol
AF4/X3L CATCCATGGGCCGGACATAA 2,5 pmol
AF4/X11U CCGCAGCAAGCAACGAACC 1,25 pmol
AF4/X11L GCTTTCCTCTGGCGGCTCC 1,25 pmol
PLZF/X1U TGCGATGTGGTCATCATGGTG 1,25 pmol
PLZF/X1L CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC 1,25 pmol
RAG1/X2U TGTTGACTCGATCCACCCCA 1,25 pmol
RAG1/X2L TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA 1,25 pmol
TBXAS1/X9U | GCCCGACATTCTGCAAGTCC 1,25 pmol
TBXAS1/X9L | GGTGTTGCCGGGAAGGGTT 1,25 pmol

Tab. 11: Zusammensetzung Primer - Mix fur PCR zur Bestimmung der Amplifi-
zierbarkeit der DNA
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2 ul der auf 50 ng/ul verdunnten isolierten DNA wurde zusammen mit 23 pl der PCR-
Reagenzien in 0,2ml PCR - Reaktionsgefalte Uberfuhrt, gemischt und mittels PCR
amplifiziert (Tab. 12 und Tab. 13).

Reagenz Volumen | Endkonzentration
ddH20 15,8 pl

10x PCR-Puffer 2,5 ul 1X

25 mM MgCls 20u |2,0mM

10 mM dNTPs 0,4 ul | 160 uM
Primer-Mix 2,0 yl | siehe Tabelle
g(:)ll_lépl AmpliTaq 03ul | 17U

Tab. 12: Reagenzien fur die fur PCR zur Bestimmung der Amplifizierbarkeit der
DNA

Bei niedrigeren DNA-Konzentrationen wurde ggf. die zugegebene DNA-Menge er-
hoht, damit 100 ng DNA in jede Reaktion eingesetzt wurde, entsprechend wurde die

Menge der anderen Reagenzien reduziert.

Zeit Temperatur

7 Minuten 95°C Denaturierung
45 Sekunden 95°C Denaturierung

-y

45 Sekunden 60°C % Annealing

90 Sekunden 72°C 3 Elongation

10 Minuten 72°C Elongation

) 12°C Kuhlung

Tab. 13: PCR-Programm zur Bestimmung der Amplifizierbarkeit der DNA

Nach der PCR wurden die Produkte sofort mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
oder alternativ bis zur Elektrophorese bei -20°C gelagert. Fiur die Gelelektrophorese

wurde ein 2%-iges Agarosegel verwendet.

Es wurden 2 g LE-Agarose (Biozym Scientific GmbH®, Wien) mit 100 ml 1x TBE-

Puffer in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich eine klare Losung gebildet hatte. Diese
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Losung wurde unter standigem Ruhren auf 60°C abgekuhlt und dann mit 10 pl Gel-
Red™ Nucleic Acid Stain (Biotium®, Hayward) versetzt. Dieses interkaliert mit der
DNA, wodurch diese unter UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. [182] Danach
erfolgte das Giel3en in die entsprechenden Gelkammern mit eingesetzten Kammen
zur Geltaschen-Bildung. Nach Abkuhlen und Ausharten des Gels (ca. 30 Minuten),

wurde dieses in die Elektrophoresekammer platziert.

15 pl der PCR - Produkte wurden mit Ladepuffer (Loading-Dye, Fermentas®, Burling-
ton, Kanada) versetzt und in die Geltaschen uberfuhrt. Die erste und letzte Geltasche
wurde mit einem 100 Basenpaar-Langenmarker (GenRuler100bp DNA-ladder, Fer-
mentas®, Burlington, Kanada) beladen. Danach erfolgte eine Gelelektrophorese bei
140 Volt und 500 Watt uber 45 min.

Nach der Auftrennung erfolgte unter UV-Licht mittels eines Geldokumentationssys-
tems (PeqLab® Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) die fotografische Do-

kumentation.

Die fur die SRSF2-Mutationsanalyse zu amplifizierende Region umfasst 145bp (s.u.).
Daher sollte die Amplifikation der DNA mindestens 200 bp aufweisen.

2.4 SRSF2-Mutationsanalyse

Die SRSF2-Mutationsanalyse erfolgte mittels einer Restriktionslangenpolymorphis-

mus-Analyse.
2.4.1 Semi-nested PCR

Zur Analyse wurde die DNA zunachst mit Hilfe einer semi-nested PCR amplifiziert.
Diese Art der PCR eignet sich insbesondere fur Proben mit niedriger DNA-
Konzentration und eingeschrankter DNA-Qualitat. Hierfur werden 2 PCR-Schritte mit

insgesamt 3 unterschiedlichen Primern durchgefuhrt.

Zielregion fur die erste PCR war ein 145 Basenpaare umfassender DNA-Abschnitt
um das Kodon 95 (Tab. 14). Die zweite PCR enthielt ebenfalls die Hot-Spot-Region,
jedoch in einem kurzeren, nur 97 Basenpaare umfassenden Abschnitt.
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Reagenz Volumen | Endkonzentration

ddH20 16,75 pl

10x PCR-Puffer 2,5 ul 1x

25 mM MgCl2 1,5u | 1,5mM
10 mM dNTPs 0,5pul | 200 pM

1 UM Primer SRSF2_P3_M13m_R | 0,75l | 0,3 pM

1 UM Primer SRSF2_P3I_M13_F 0,75l | 0,3 uM

50U/ul AmpliTag Gold 0,25l | 1,25U

Tab. 14: Reagenzien 1. Semi-nested PCR

Auch fur diese PCR wurden zunachst ddH>O, PCR-Puffer, MgCl>, dNTPs, mit den
Primern und AmpliTag Gold in ein 2ml Reaktionsgefal Uberfuhrt und gemischt (Tab.
16).

Anschlieend wurden von der auf 50 ng/pl verdinnten DNA, 1 pl zusammen mit 24
pl der vorgemischten Reagenzien in 0,2ml PCR-Reaktionsgefal3e uberfuhrt und
amplifiziert (Tab. 15).

Ebenso wurde mit einer Negativkontrolle verfahren, bei der statt DNA eine aquivalen-
te Menge ddH20 zugegeben wurde, um Kontaminationen der Reagenzien festzustel-
len. Bei niedrigeren DNA-Konzentrationen wurde ggf. die zugegebene DNA-Menge
erhoht, damit sich 50 ng DNA in jedem Reaktionsgefal® befanden, entsprechend
wurde die Menge der ubrigen Reagenzien aquivalent reduziert. Die Proben wurden

anschlielend gemischt und kurz zentrifugiert.

Zeit Temperatur

5 Minuten 95°C Denaturierung
30 Sekunden 95°C Denaturierung

-y

75 Sekunden 59°C % Annealing

45 Sekunden 72°C S Elongation

10 Minuten 72°C Elongation

) 12°C Kuhlung

Tab. 15: PCR-Programm, Semi-nested-PCR Schritt 1

Nach Ablauf der PCR (ca. 2,5 Stunden) erfolgte eine Gelelektrophorese.
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Die Herstellung des Gels fur die Elektrophorese und die elektrophoretische Auftren-
nung erfolgten analog zur Analyse der PCR zur Testung der Amplifizierbarkeit der
DNA (s. 2.3.2).

Da sich bei geringer Amplifizierbarkeit der Proben, die Produkte schwach vervielfalti-
gen liel3en, erfolgte eine 2. PCR, die so genannte Semi-nested-PCR, bei der mittels
eines anderen Forward-Primers ein insgesamt kurzerer DNA-Abschnitt (97bp) ampli-
fiziert wurde (Tab. 16).

Reagenz Volumen | Endkonzentration
ddH20 17,75 pl

10x PCR-Puffer 2,5 ul 1X

25 mM MgCl2 1,5 1,5 mM

10 mM dNTPs 0,5 ul 200 uM

10 M Primer R 0,75 ul 0,3 uM

10 uM Primer F 0,75ul | 0,3 uM

50 U/pl AmpliTaq Gold 0,25ul | 1,25U

Tab. 16: Zusammensetzung Semi — nested PCR Schritt 2

24 pl der vorgemischten Reagenzien wurde dann zusammen mit 1 pl des PCR-
Produkts aus der 1. PCR in 0,2ml PCR-Reaktionsgefalle gegeben, gemischt, zentri-

fugiert und anschliel3end im Thermocycler ampilifiziert (Tab. 17).

Zeit Temperatur

5 Minuten 95°C Denaturierung
30 Sekunden 95°C Denaturierung

-y

75 Sekunden 59°C % Annealing

45 Sekunden 72°C S Elongation

10 Minuten 72°C Elongation

) 12°C Kuhlung

Tab. 17: PCR-Programm semi-nested PCR Schritt 2

Nach Ablauf der PCR (ca. 2,5 Stunden) erfolgte eine Gelelektrophorese in 2% Aga-
rosegel. Das Elektrophoresegel wurde entsprechend dem Gel zur PCR zur Bestim-
mung der Amplifizierbarkeit der DNA (siehe 2.3.2). Die erwarteten Produkte hatten

eine Lange von 97 bp (Basenpaare).
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2.4.2 Verdau mit der Restriktionsendonuklease BsaJl

In 1,5 ml Reaktionsgefallen wurden 10 yl der SRSF2-PCR-Produkte der 2. SRSF2-
PCR mit 0,5 ul der Restriktionsendonuklease BsaJdl (Thermo Scientific FastDigest
BsaJl, Thermo Scientific®, Waltham, Massachusetts, USA) versetzt. Hinzu kamen
17,5 pl ddH20 und 2 ul 10x Fast Green Buffer (Thermo Scientific®, Waltham, Massa-
chusetts, USA) Diese wurden gemischt und zentrifugiert, anschlieend bei 37°C im
Heizblock (Peqglab® Thermoschittler) fiir eine Stunde inkubiert. Das Produkt wurde
komplett (30 pl) in die Elektrophorese-Taschen eines 3% Agarosegel Uberfuhrt. Die
erste und letzte Geltasche wurde mit einem 100 Basenpaar-Langenmarker (Gen-
Ruler100bp DNA-ladder, Fermentas®, Burlington, Kanada) beladen. Die Elektropho-
rese erfolgte bei 120V, 500W, fur 1 Stunde. Nach der Auftrennung erfolgte unter UV-
Licht mittels eines Geldokumentationssystems (PeqlLab® Biotechnologie GmbH, Er-

langen, Deutschland) die fotografische Dokumentation.

BsaJl schneidet folgende Sequenz:

5" CCNNGG 3’
3" GGNNCC 5
Beim SRSF2-Wildtypallel entstehen durch den Enzymverdau mit Bsadl ein 53bp und
44bp Fragment, wahrend bei mutiertem SRSF2 ein zusatzliches Fragment mit 107bp
entsteht, welches durch eine Mutation im Kodon 95 (Vgl. 1.3.3.2) in SRSF2 entsteht:

Abb. 9: Exemplarische Darstellung der RFLP-Analyse: Fragmentlangen SRSF2
Wildtyp (WT) und Mutation (Mut), links: Lange der Fragmente in Basenpaaren (bp),
RFLP mit BsaJl

Insgesamt werden mit dieser Methode ca. 95% der SRSF2 Mutationen entdeckt.
[108], insbesondere die haufigen Mutationen p.P95H, p.P95L und p.P95R. Lediglich

die seltene p.P95A Mutation wird nicht erkannt.
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2.5 TP53-Immunhistochemie

Die TP53-Immunhistochemie erfolgte nach der von Saft et al. 2014 publizierten im-
munhistochemischen Methode. Hier wurde gezeigt, dass eine starke p53-Expression
(3+, s.u.) mit TP53-Mutationen korreliert. Polymorphismen ohne pathologische Rele-
vanz fuhren zu keiner vermehrten p53-Expression. [147]

Paraffin-Blocke wurden mittels Mikrotom 5 pm dick geschnitten, auf Objekttrager
aufgebracht und anschlielend mit dem Liquid Mouse Monoclonal p53- (DO-7)- Anti-
korper (Novocastra®, Leica Biosystems, NuRloch, Deutschland) in einer Verdiinnung
von 1:200 mit dem BenchMark® ULTRA Automated IHC/ISH slide staining system
oder dem BenchMark® XT IHC/ISH slide staining system (beide: Ventana Medical
Systems®, Tucson, AZ, USA) nach Herstellerangaben gefarbt. Fir die Auswertung
der Schnitte wurden mindestens je 1000 hamatopoetische Zellen lichtmikroskopisch
betrachtet (Lymphozyten und -Aggregate ausgenommen).

Die Graduierung der Intensitat p53-Expression erfolgte nach dem Modified Quick
Score in 0 = negativ, 1+ = schwach positiv, 2+ = maRig positiv, 3+ = stark positiv.
[183, 184]

Ein Wert von 3+ wurde als positiv, also als starke Assoziation zu einer TP53-
Mutation, betrachtet. Eine positive p53-Expression korreliert gut mit TP53 Gen Muta-
tion an, dies wurde fur sowohl fur das MDS, als auch fur eine Reihe von anderen
hamatologischen Neoplasien, beispielsweise das Multiple Myelom gezeigt. [185] Ei-
ne Zunahme der p53-Expression ist Ausdruck einer Akzeleration.

MDS sind bei einer p53-Expression >1% mit einem hoheren Risiko der Entwicklung
einer AML assoziiert. [147]

2.6 JAK2-Mutationsanalyse

Die JAK2-Mutationsanalyse wurde im Rahmen der Routinediagnostik durchgefuhrt,
oder wenn diese noch nicht durchgefuhrt wurde, rickwirkend erganzt. Diese erfolgt
als Allel-spezifische PCR und anschlie3iender Schmelzkurvenanalyse.

2.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS® Version 23 fiir Mac® (IBM, Armonk, NY,
USA), sowie Excel® 2011 fir Mac® (Microsoft, Redmond, Washington USA). p-Werte
kleiner, gleich (=) 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

Das Patientenkollektiv wurde in insgesamt vier Gruppen eingeteilt. Das erste Kollek-
tiv stellten Patienten dar, bei denen mehrere (mindestens 2, maximal 6) Knochen-
markbiopsien durchgefuhrt wurden und welche, klinisch und oder histologisch, eine
Progression oder Akzeleration ihrer Erkrankung zeigten.

Als Progression der Erkrankung wurden eine Myelofibrose nach vorangegangener
Polyzythamia vera oder ET, entsprechend der WHO- bzw. International Working
Group for MPN Research and Treatment (IWG-MRT) - Kriterien (siehe Kap. 1.3.4)
klassifiziert. Der Verlauf einer prafibrotischen Myelofibrose zu einer manifesten

Myelofibrose (fibrotische Phase) wurde nicht als Progression gewertet.

Aulerdem wurden Patienten mit einer Akzeleration, also der Entwicklung eines se-
kundaren MDS nach vorangegangener MPN, in die Progressions-Gruppe eingeteilt.
Die Akzeleration ist im Wesentlichen durch eine ineffektive Hamatopoese gekenn-
zeichnet, daneben zeigt sich histologisch eine Zunahme von Blasten im Knochen-
mark, deren Anzahl >10% und <20% betragt, sowie eine zunehmende Dysplasie der
Hamatopoese. [157] [186]

In Abgrenzung zur leukamischen Transformation liegt histologisch definitionsgemaf}
kein Blasten-Rasen vor. [157] Klinisch zeigt sich haufig eine neu aufgetretene uni-
oder bilinare Zytopenie, pradominant meist eine Anamie, gelegentlich auch eine

Panzytopenie, histologisch das Bild eines MDS mit Fibrose. [157]

Die dritte Art der Progression im untersuchten Kollektiv war die Entwicklung einer
akuten myeloischen Leukamie aus einer myeloproliferativen Neoplasie oder aus ei-
nem sekundaren myelodysplastischen Syndroms aus vorangegangener MPN. Histo-
logisch zeigt sich im Knochenmarktrepanat oder -ausstrich bzw. durchflusszytomet-
risch eine Infiltration mit myeloischen Blasten, deren Anzahl >20 % der
Knochemarkzellularitat ausmacht. Das Ausschwemmen dieser Blasten ins periphere
Blut fihrt in der Regel zu einer Leukozytose, aleukamische Verlaufsformen mit nor-
malen oder erniedrigten Leukozytenzahlen sind jedoch auch moglich. Durch die Infilt-
ration im Knochenmark werden die Zellen der Hamatopoese mehr und mehr ver-
drangt, mit daraus resultierender Anamie und Thrombozytopenie. Daneben kann es
auch zu einer extramedullaren Progression der Erkrankung mit Lymphknoten-, Le-
ber- oder Milzinfiltration oder der Ausbildung von Chloromen kommen. [166] Auch

hier sieht man histologisch eine Infiltration mit leukdmischen Blasten. Diese seltene
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Art der leukamischen Transformation einer MPN kam im untersuchten Kollektiv je-
doch nicht vor.

Die zweite Progressions-Gruppe setzt sich aus Patienten mit MPN zusammen, von
denen nur eine Knochenmarkbiopsie, im Verlauf der Erkrankung aber klinisch oder
histologisch ein Progress vorlag (Gruppe 3 im Folgenden). Hierbei wurden Falle un-
tersucht, bei denen vorangegangen die Diagnose einer MPN gestellt wurde, das
Knochenmarkbiopsat der Erstdiagnose jedoch nicht (mehr) vorlag, sich histologisch
oder laborchemisch im Verlauf eine der o.g. Progressionen zeigte. Dazu gehoren
auch Falle bei denen initial keine histologische Aufarbeitung des Knochenmarks er-
folgte, beispielsweise Patienten mit einer Polyzythamia vera, bei denen die Erkran-
kung aufgrund eines erhdhten Hb-Werts und einer JAK2 V617F-Mutation, welche im
peripheren Blut festgestellt wurde, diagnostiziert wurde (Vgl. WHO-Kriterien, Kapitel
1.3.4). Daneben wurden Patienten, bei denen sich im ersten untersuchten Praparat
schon eine Progression zeigte, beispielsweise eine ET mit MDS-Zeichen, in die Pro-

gressions-Gruppe aufgenommen.

MDS/MPN-UC und MPN-UC ohne weitere Zeichen einer Akzeleration oder Progres-

sion wurden nicht als Progression gewertet.

Die Kontrollgruppen waren Patienten ohne Progression der Erkrankung, von denen
nur ein Biopsat gewonnen wurde oder Patienten ohne Progression, mit mehreren
(mindestens 2, maximal 4) Knochenmarktrepanaten. (Gruppe 2 und 4) (Tab. 18 und
Tab. 19).

Die haufigste Diagnose stellte die primare Myelofibrose dar, gefolgt von PV und
MDS/MPN-UC. Am seltensten fand sich die MPN-UC. (Abb.10). In Gruppe 1 wurden
die Erkrankungen entsprechend der Ersterkrankung gezahlt. (Tab. 18)
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MDS /MPN-UC Entitat Anzahl

MPNUGC 13% Patienten
% 2F1)\°/A, el 2
PMF 36
PV 16
‘VET MDS/MPN-UC 10
11% MPN-UC 5
Gesamt 75
PMF
48%
T —

Abb. 10: Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Gruppe | Beschreibung

1

Patienten mit seriellen Knochenmarkbiospien mit histopathologischem
oder klinischem Nachweis einer Progression der myeloischen Neoplasie

(MN)

2 Patienten mit seriellen Knochenmarkbiospien ohne Progress der MN

3 Patienten mit nur einer Knochenmarkbiopsie aber histopathologischem
oder klinischem Nachweis einer Progression bei anamnestisch gesicherter
MN

4 Patienten mit einer Knochenmarkbiopsie ohne Progress der MN

Tab. 18: Einteilung der Gruppen des Studienkollektivs



Gruppe 1: Verlaufsbiopsien mit Progress

Entitat Patienten | % Praparate
ET 3 15 10
PMF 6 30 18
PV 8 40 26
MDS/MPN-UC | 3 15 11
gesamt 20 65

Gruppe 2: Kontrollgruppe: Verlaufsbiopsien ohne Progress

Entitat Patienten | % Praparate
ET 0 0
PMF 5 45,45 9
PV 2 18,18 6
MDS/MPN-UC | 3 27,3 7
MPN-UC 1 9.1 4
Gruppe 3: Progression, je Patient 1 Biopsie
Entitat Patienten | %

ET 1 11,1

PMF 3 33,3

PV 1 11,1
MDS/MPN-UC | 3 33,3

MPN-UC 1 11,1

gesamt 9

Gruppe 4: Kontrollgruppe: kein Progress, je Patient 1 Biopsie

Entitat Patienten | %
ET 4 11,4
PMF 22 62,9
PV 5 14,3
MDS/MPN-UC | 1 29
MPN-UC 3 8,6
gesamt 34

Tab. 19: Zusammensetzung der Gruppen des Studienkollektivs
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Insgesamt wurden bei der erneuten histopathologischen Begutachtung, Erganzung
von Mutationsanalysen und Betrachtung des weiteren klinischen Verlaufs der Er-
krankung 21 Falle reklassifiziert, davon 6 in Gruppe 1, 5 Falle in Gruppe 2, 2 Falle in
Gruppe 3 und 8 Falle in Gruppe 4, darunter 2 Falle, die urspringlich als nicht progre-
dient galten als progrediente Erkrankung klassifiziert.

Tabelle 20 gibt einen Uberblick tber die reklassifizierten Falle.

Urspriingliche Diagnose Diagnose reklassifiziert | Gruppe

CML MPN-UC ' 2

ET MPN/MDS-UC
PV

MDS MPN/MDS-UC

= I N B~ -

MDS/MPN-UC MPN-UC

MPN-UC PV
PV

ET
MPN/MDS-UC
MPN/MDS-UC
PMF

PMF

PMF MPN-UC
PV

PV PMF
PMF

AN DBPAA PP PP DA

Reaktive Veranderungen? | PV

PV

PMF
MPN/MDS-UC
MPN-UC

- W NN -

' BCR/ABL 1-negativ

2 in dieser Gruppe erfolgte die Reklassifizierung meist durch den weiteren klinischen
Verlauf und/oder die Erganzung molekularer Analysen.

Tab. 20: Ubersicht Uiber die reklassifizierten Falle
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3.1.1 Alters- und Geschlechterverteilung des Studienkollektivs

Das mediane Alter des Studienkollektivs betragt 66 Jahre mit einem Range von 30
bis 91 Jahren, rund zwei Drittel des Studienkollektivs sind Manner (n=48), Frauen:
n=27 (Tab.21)

Alter Geschlecht
Median (Range) Mannlich Weiblich

Jahre Anzahl (%) (Anzahl) (%)
Gruppe 1 56 (44-74) 13 (65%) 7 (35%)
Gruppe 2 71(46-80) 9 (81,8%) 2 (18,2%)
Gruppe 3 67 (60-91) 8 (88,9%) 1(11,1%)
Gruppe 4 67 (30-86) 18 (51,4%) 17 (48,6%)
Gesamt 66 (30-91) 48 (64%) 27 (36%)

Tab. 21: Alters- und Geschlechterverteilung des Studienkollektivs
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3.2 Uberblick iiber die Progression, unabhiingig der Grunderkrankung

Akzeleration mit sekundaren dysplastischen Veranderungen war mit 47% am hau-
figsten, die Transformation zu einer akuten Leukamie mit etwa 20% deutlich seltener,
die Entwicklung einer sekundaren Myelofibrose machte etwa 1/3 der Progressionen
aus (Abb. 11)

Art der Progression Anzahl Patienten '
Dysplasie 13
Leukémische Transfor- 6

mation (AML)

Fibrose/Sklerose 9

ggf. mehrere Arten der Progression bei einem Patien-
Dysplasie

479, ten, es wurde entsprechend der Maximalauspragung
(o]

der Progression gezahlt (Fibrose < Dysplasie < AML)

Abb. 11: Uberblick liber die Arten der Progression

3.2.1 Zusammenhang zwischen Diagnose und SRSF2-Mutationsstatus

Den mit 44,4% und 50% groften Anteil an SRSF2-Mutationen fanden sich bei essen-
tieller Thrombozythamie und bei MDS/MPN-UC. Mit einer Frequenz von 40% eben-
falls haufig kam eine SRSF2-Mutation bei der unklassifizierbaren myeloproliferativen
Erkrankung vor.

Bei den 14 untersuchten Patienten mit Polyzythamia vera fand sich keine SRSF2-
Mutation. (Tab.22)
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SRSF2 SRSF2 gesamt unbekannt
Wildtyp Mutation

PV n (%) 14 (100,0%) 0 14 2

ET n (%) | 3(50,0%) 3 (50,0%) 6 2

PMF n (%) |31(88,6%) 4 (11,4%) 35 1

MPN-UC n (%) |3(60,0%) 2(40,0%) 5

MDS/MPN-UC n (%) |5(55,6%) 4 (44,4%) 9 1

Gesamt n (%) |56 (81,2%) 13(18,8%) 69 (92%)’ 6

1 6 Falle (8%) konnten aufgrund fehlender Biopsate oder unzureichender DNA-Qualitat nicht auf
eine SRSF2 Mutationen untersucht werden.

Tab. 22: Zusammenhang zwischen Diagnose und SRSF2-Mutationsstatus (Patien-

ten mit und ohne Progression der Erkrankung)
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3.3 Einfluss von SRSF2 auf die Progression myeloproliferativer Erkran-

kungen

Das Vorliegen einer SRSF2-Mutation bei Patienten mit myeloproliferativer Erkran-
kung in Akzeleration bzw. mit Progression war mit 32% deutlich haufiger gegenuber
der nicht-progredienten Gruppe (11,4%). Es zeigte sich bei allen untersuchten Diag-
nosen, ausgenommen der Polyzytamia vera, prozentual ein groRerer Anteil an
SRSF2-Mutationen bei den Patienten mit Progression gegenuber den Patienten mit

einer nicht-progredienten Erkrankung. (Tab. 23 und Tab. 24)

mitplfrtéegr;(ir;ion \'/Svlﬁc'lstgi I\'/?Llj?tgtllzfn Gesamt
PV n (%) 7 (100,0%) 0 7
ET n (%) 2 (50,0%) 2 (50,0%) 4
PMF n (%) 5 (71,4%) 2 (28,6%) 7
MPN-UC n (%) 0 1 (100,0%) 1
MDS/MPN-UC | n (%) 3 (50,0%) 3 (50,0%) 6
Gesamt n (%) 17 (68,0%) 8 (32,0%) 25

Tab. 23: Haufigkeit der SRSF2-Mutation abhangig von der Diagnose bei Patienten
mit progredienter Erkrankung.

Patienten SRSF2 SRSF2 Gesamt
ohne Progression Wildtyp | Mutation
PV n (%)|7 (100,0%) 0 7
ET n (%)| 1(50,0%) | 1(50,0%)| 2

(
PMF (%)[26 (92,9%)| 2 (7,1%) | 28
MPN-UC n (%)| 3 (75,0%) |1(25,0%)| 4
(
(

35

MDS/MPN-UC [n (%)| 2 (66,7%) |1 (33,3%)| 3
Gesamt n (%)|39 (88,6%)|5 (11,4%)| 44

Tab. 24: Haufigkeit der SRSF2-Mutation abhangig von der Diagnose bei Patienten
mit stabiler Erkrankung.
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Tabelle 25 zeigt nochmals die schon erwahnte Tendenz, dass die SRSF2 Mutation
bei Progredienz der myeloproliferativen Erkrankung haufiger auftritt. Eine statistische

Signifikanz (p<0,05) liegt vor.

SRSF2 Wildtyp | SRSF2 Mutation | Gesamt
Kein Progress n (%) | 39 (88,6%) 5 (11,4%) 44
Progress n (%) | 17 (68,0%) 8 (32,0%) 25
Gesamt n (%) | 56 (81,2%) 13 (18,8%) 69

Chi-Quadrat-Test: Progression / SRSF2

Likelihood-Quotient | df p

4,274 1 0,039

Tab. 25: SRSF2-Mutationsstatus im Zusammenhang mit der Art der Progression

Tabelle 26 und 27 zeigen den Einfluss des SRSF2-Mutationsstatus auf die Art der
Progression. Bei Entwicklung einer Fibrose kommt eine SRSF2-Mutation nicht vor,
hingegen sind 58,3% der Falle mit Dyplasie und 20% der sekundaren AML Falle
SRSF2 mutiert. Umgekehrt liegt bei positivem SRSF2-Mutationsnachweis bei Pro-
gression in 87,5% eine Dysplasie vor, bzw. unabhangig davon ob eine Einteilung in
Progression oder nicht vorlag, findet sich in 53,8% der Falle histopathologisch eine
Dysplasie bei Nachweis einer SRSF2 Mutation. Eine statistische Signifikanz mit
p=0,003 liegt vor. (Tab. 27)

SRSF2 SRSF2
Wildtyp | Mutation | G€samt

Fibrose Anzahl (%) | 8 (100,0%) 0 10
Dysplasie Anzahl 5(41,7%) | 7 (58,3%) 12
AML Anzahl 4(80,0%) | 1 (20,0%) 5
Gesamt Anzahl 17 8 25
Chi-Quadrat-Test: Art der Progression / SRSF2

Likelihood-Quotient | df p

10,039 2 0,007

Tab. 26: Einfluss von SRSF2 auf die Art der Progression
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SRSF2 SRSF2
. _ Gesamt

Wildtyp Mutation
keine Progression Anzahl 39 (88,6%)| 5 (11, 4%) 44
Fibrose Anzahl 8 (100,0%) 10
Dysplasie Anzahl 5(41,7%)| 7 (58, 3%) 12
AML Anzahl 4 (80,0%)| 1(20,0%) 5
Gesamt Anzahl 56 13 69

Chi-Quadrat-Test: Progression und Art der Progression und SRSF2
Likelihood-Quotient df p
14,317 3 0,003

Tab. 27: Einfluss von SRSF2 auf Progression und die Art der Progression
3.3.1 Zeitlicher Verlauf der SRSF2 Mutation bei Patienten mit seriellen Biopsien

Bis auf einen Patienten waren die Mutationen Uber den zeitlichen Verlauf der Erkran-
kung stabil, Das gilt sowohl fur die progredienten Falle (Gruppe 1), als auch fur die
Kontrollgruppe (Gruppe 2), die keinen Progress zeigten. (Tab. 28)

Einen Sonderfall stellt Patient Nr. 113 dar, welcher mit asymptomatischer Leukozyto-
se und Anamie Knochenmark biopsiert wurde. Die Erkrankung wurde als MPN-UC
diagnostiziert, welche im Verlauf eine zunehmende Fibrosierung und, bedingt
dadurch, eine Panzytopenie, entwickelte, weshalb eine allogene Stammzelltransplan-
tation durchgefuhrt wurde. Die Erkrankung zeigte initial den JAK2, SRSF2 Wildtyp
und war BCR/ABL negativ, gewann aber dann die SRSF2 und JAKZ Mutation hinzu
(nach allogener Transplantation), sodass der Verdacht auf einer Zweitneoplasie ge-
aulert wurde. Histologisch zeigte sich das Knochenmark zu dem Zeitpunkt hypozel-
lular ohne Blastenvermehrung. In einer vierten Biopsie nach SZT bestand histolo-
gisch dann wieder das Bild einer MPN-UC, die SRSF2 nicht-mutiert und JAK2 mutiert
war. Diesen Fall, insbesondere vor dem Hintergrund der allogenen Stammzelltrans-
plantation, ausgeklammert, lasst sich festhalten, dass es sich bei der SRSF2-
Mutation um eine stabile, frihe Mutation handelt, ein Zugewinn oder Verlust der Mu-
tation sind untypisch.
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Mutation Wildtyp
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Patienten Biopsien Patienten Biopsien
-~ stabil 4 13 24 40
()
§ verloren 1* 2 1* 2
O hinzugewonnen 1* 2 1* 2
C;l) stabil 2 4 9 15
§ verloren 0 0 0 0
S hinzugewonnen 0 0 0 0

*es handelt sich hierbei um einen Patienten (Pat. Nr. 113) bei dem insgesamt 4 Biopsate untersucht
wurden, die SRSF2 Mutation lag initial nicht vor, war dann in 2 Biospien nachweisbar. In der letzten
Biopsie fand sich die Mutation dann nicht mehr.

Tab. 28: Zeitlicher Verlauf der SRSF2 Mutation

34 JAK2
3.4.1 JAK2- Mutationsstatus im untersuchten Kollektiv

Am haufigsten fand sich die JAK2-V617F Mutation bei PV und ET, am seltensten bei
MDS/MPN-UC. (Tab. 30) Insgesamt zeigten 64% der Biopsate die JAK2-V617F Mu-
tation. (Tab. 29)

Haufigkeit| %
JAK2 Wildtyp 22|29,3
JAK2-V617F Mutation 48|64,0
untersucht 70(93,3
nicht untersucht / kein Ergebnis 5| 6,7

Tab. 29: Mutationsstatus JAK2, gesamtes Kollektiv

JAK2 Wildtyp® JAK2-VB617F Mutation | Gesamt
PV n (%) 2 (13,3%) 13 (86,7%) 15
ET n (%) 4 (50,0%) 4(50,0%) 8
PMF n (%) 8 (24,2%) 25 (75,8%) 33
MPN-UC n (%) 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5
MDS/MPN-UC n (%) 6 (66,7%) 3 (33,3%) 9
Gesamt n (%) 22 (31,4%) 48 (68,6%)’ 70

fehlende Werte nicht mit einberechnet, daher ergeben sich andere Prozentzahlen als die in Tab. 31 genann-
ten.2 Keine JAK2-V617F-Mutation

Tab. 30: JAK2 Mutationsstatus abhangig von der Diagnose
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3.5

progredienter Erkrankung

Haufigkeit einer JAK2-Mutation bei progredienter und nicht-

Eine JAK2-V617F-Mutation kam in der Gruppe der progredienten MPN seltener vor,
als bei Patienten mit nicht-progredienter Erkrankung. (Tab. 31)

Kein Progress Progress | Gesamt
JAK2 Wildtyp n (%) 12 (54,5%) | 10 (45,5%) 22
JAK2-V617F Mutation | n (%) 32 (66,7%) | 16 (33,3%) 48
Gesamt n (%) 44 (62,9%) | 26 (37,1%) 70

Tab. 31: Haufigkeit der JAK2-Mutation bei progredienter / nicht-progredienter Er-

krankung

3.5.1 Zeitlicher Verlauf der JAK2-Mutation bei Patienten mit seriellen Biopsien

Im untersuchten Kollektiv hatten nur Patienten, die eine progrediente Erkrankung

hatten, einen JAK2-Mutationsverlust oder -Zugewinn. Insgesamt waren davon 3 Pa-
tienten betroffen.

Mutation Wildtyp
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

Patienten Biopsien Patienten Biopsien
- stabil 10 8 7 38
()
§ verloren 2* 3 2F 3
O hinzugewonnen 2* 5 2* 3
C;l) stabil 8 15 3 5
§ verloren 0 0 0
o} hinzugewonnen 0 0 0 0

*Es handelt sich hierbei um insgesamt 3 Patienten: Patient 113, 116 und 119.

Patient 113 hat die JAK2-Mutation zunachst hinzugewonnen, dann wieder verloren, daher erscheint
der Patient doppelt in der Tabelle

Tab. 32: Zeitlicher Verlauf der JAK2-Mutation bei Patienten mit seriellen Biopsien

3.5.2 Assoziation zwischen JAK2- und SRSF2-Mutationsstatus

JAK?2 JAK?2 Gesamt
Wildtyp Mutation
SRSF2 Mutation | Anzahl 6 (54,5%) 5 (45,5%) 11
SRSF2 Wildtyp Anzahl (%) | 13 (24,1%) | 41 (75,9%) 54
Gesamt Anzahl 19 (29,2%) | 46 (70,8%) 65

Tab. 33: Assoziation JAK2 und SRSF2
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Wie in Tabelle 33 zu sehen, kommt es seltener zu einem koinzidenten Auftreten der
JAK2- und SRSF2 Mutation als der Nachweis einer der Mutationen. Ebenso ist es
selten, dass keine der genannten Mutationen vorliegt. Insgesamt ist eine JAK2 Muta-
tion deutlich haufiger als eine SRSF2 Mutation.
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3.6 TP53

FuUr die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 67 Biopsien im-
munhistochemisch auf die p53-Expression untersucht. Der Fokus lag auf dem zeitli-
chen Verlauf und auf der Rolle der Mutation in der Progression der MPN, daher wur-
den die Patienten aus den Gruppen 1, 2 und 3 ausgewahlt. Die p53-Expression
wurde in 0, 1+, 2+, 3+ graduiert. Eine Expression von 3+ wurde als positiv gewertet,
da eine hohe Wahrscheinlichkeit der Mutation vorliegt. (Abb.12)

Gruppe
.p53-Expression p53- 1 2 3 Gesamt
in allen Gruppen Expression
0 (n=) 18 6 5 29
1+ (n=) 14 1 0 15
g‘; 2+ (n=) 14 0 2 16
0 3+ (n=) 4 1 2 7
36% gesamt (n=) 5 8 9 67

2+
26\
v '

1+
28%

Abb. 12: Verteilung der p53-Expression in allen Gruppen
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Die positiven (,3+“-) Falle genauer betrachtet:

Patienten- | Biopsie | Geschlecht | Diagnose Progression SRSF2 | JAK2 p53* klinische
nummer Nr. 2 VB17F3 Angaben
39 1 mannlich primére AML FAB®>-M5 | WT Mut. 2+ V.a. akute
Myelofibrose Transformation
2 mannlich AML M5 aus | AML FAB-M5 WT Mut. 3+ Sekundare AML
PMF
3 mannlich AML M5 aus | AML FAB-M5 WT Mut. 3+ Sekundare AML
PMF
74 1 mannlich MDS/MPS WT unbek. 0
overlap
2 mannlich MDS/MPS WT WT 3+
overlap
91 1 weiblich AML M7 AML FAB-M7 WT Mut. 3+ MPN in Akzele-
aus ET ration
110 1 mannlich MDS/MPS keine WT Mut. 3+ keine
overlap
136 1 mannlich frihe AML FAB-M7 unbek. | WT 0 V.a. PMF
fibrotische
Phase PMF
2 mannlich minimale AML FAB-M7 WT WT 3+ Kontrolle bei
residuelle allo-SCT d+23
Infiltration bei AML M7 aus
der bekann- PMF
ten AML
3 mannlich ausgedehnte | AML FAB-M7 WT WT 3+ Z.n. allo-SCT
Infiltrate der bei AML M7 aus
bek AML PMF
(M7), Blas-
tengehalt
25%

' Biopsie-Nr= Reihenfolge der Biopsien beim entsprechenden Patienten

2 Mutationsstatus SRSF2: WT=Wildtyp, Mut.=Mutation, unbek.= unbekannt
3 Mutationsstatus JAK2: WT=Wildtyp, Mut.=Mutation, unbek.= unbekannt

4p53: Immunhistochemische p53-Expression: 0, 1+, 2+, 3+
5 FAB: French-American-British

Tab. 34: Positive p53-Expression und klinischer Verlauf

Dargestellt sind funf Patienten mit insgesamt 10 Knochenmarkbiopsien.

Es zeigt sich, dass typischerweise zum Zeitpunkt der leukamischen Transformation,

p53 hoch exprimiert war, und bei den selben Patienten wahrend der stabilen Phase

der Erkrankung weniger oder nicht exprimiert war. Es besteht eine eindeutige Asso-

ziation zur leukamischen Transformation, eine hohe Expression korreliert mit dem

klinischen Verlauf. Bei allen Patienten mit starker TP53-Expression lag keine SRSF2

Mutation vor.

Bei einem Patienten fand sich eine ,3+“-Expression bei einem MPN/MDS-overlap

Syndrom ohne klinischen oder histologischen Hinweis auf eine Progression.

Im untersuchten Kollektiv fanden sich drei weitere Patienten, bei denen aus einer

MPN eine akute myeloische Leukamie entstanden ist, bei diesen fand sich keine
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,hoch positive® (= 3+) p53-Expression, bei zwei Patienten jedoch eine positive (=2+)-

Expression (s.u.).

Korrelation des klinischen Verlaufs mit jeglicher p53-Expression:

p53-Expression’ 0 +1 +2 +3
Anzahl Patienten (n)
Progression zu AML 0 1 2 3
MDS 3 2 1 1
Fibrose 3 4 5 0
Keine Progression 3 0 0 1

Starke der immunhistochemischen p53-Expression (s.o.)

Tab. 35: Korrelation des klinischen Verlaufs mit der p53-Expression

Bei der Korrelation des klinischen Verlaufs mit jeglicher p53-Expression zeigt sich,
dass eine p53-Expression bei jeglicher Art der Progression vorkommen kann. Die

hoch-positive p53-Expression ist mit Entwicklung einer AML assoziiert.
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4 Diskussion

Nach einer, teils jahrelangen, stabilen Phase, die durch eine Uber-Produktion einer
oder mehrerer reifer Zelllinien gekennzeichnet ist, durchlauft ein variabler Anteil der
MPN einen Progress zu einem Knochenmarkversagen mit uni- oder bilinarer Insuffi-
zienz oder einer Panzytopenie, im Falle einer malignen Transformation aber auch zu

unkontrollierter Zellproliferation mit konsekutiver Leukozytose.

Die Knochenmarkinsuffizienz kann durch Markfibrose, MDS oder durch die Verdran-
gung der normalen Hamatopoese durch einen Progress in eine akute Leukamie ver-

ursacht sein. [157]

Durch den Einsatz moderner Sequenzierungstechnologien (next generation sequen-
cing) kamen im Laufe der vergangenen Jahre (teilweise wahrend der Erstellung die-
ser Arbeit) zahlreiche neue Erkenntnisse uber die Rolle und Reihenfolge verschiede-

ner Mutationen in der Progression myeloproliferativer Erkrankungen hinzu.

41 Die Eignung von FFPE-fixiertem Gewebe fir die SRSF2- und TP53

Analyse

Wie durch zahlreiche Vorarbeiten gezeigt, eignen sich FFPE-Knochenmarktrepanate
bestens fur molekulare und immunhistochemische Analysen, ebenso auch fur die
SRSF2 und TP53-Analyse bei chronisch myeloproliferativen Erkrankungen. [178]
[108] [1, 178] Daneben bietet diese Art der Fixierung naturlich auch ruckwirkend die
Moglichkeit einer histopathologischen Aufarbeitung mit der Moglichkeit einer Reklas-
sifizierung oder immunhistochemischen Analyse, da die Knochenmarkmorphologie,
trotz immer neuer molekulargenetischer Untersuchungsmoglichkeiten, noch immer
eine zentrale Rolle in der Diagnostik dieser Erkrankungen spielt [187]. Die Schwie-
rigkeit in der Analyse in der vorliegenden Arbeit lag darin, dass, bedingt durch die
Erkrankungen selbst, bei beispielsweise ausgepragter Aplasie und Fibrose, der DNA-
Gehalt in den untersuchten Proben teilweise gering war und diese mitunter stark
fragmentiert war. Abhilfe schaffte hier eine semi-nested PCR, bei der in ausreichen-
der Menge DNA amplifiziert werden konnte, sodass bei nahezu jeder Probe eine

Analyse moglich war.
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4.2 Der Restriktionsverdau mit BsaJl zur Analyse einer SRSF2- Mutation

Wie bereits gezeigt werden konnte, bietet der Enzymverdau mit der Restriktionsen-
donuklease Bsadl eine schnelle, kostengunstige und zuverlassige Maoglichkeit der
Analyse des SRSF2-Mutationsstatus bei der chronisch myelomonozytaren Leukamie
(CMML) [108]. Hier konnte dies ebenfalls fur verschiedene MPN, MDS/MPN, und
deren progrediente Formen gezeigt werden. Es kdnnen mit dieser Methode nahezu
alle SRSF2-Mutationen (= 95%) detektiert werden, insbesondere die haufigen Muta-
tionen p.P95H, p.P95L und p.P95R. Lediglich die seltene p.P95A Mutation wird nicht
erkannt. [108] Da die SRSF2-Mutation einen Risikomarker bei myeloproliferativen
Erkrankungen darstellt und sich zur Diagnosefindung bei MDS/MPN-UC eignet,
konnte der Enzymverdau mit BsaJdl und eine anschlielRende Elektrophorese eine
schnelle und gunstige Methode fur die Routinediagnostik bei diesen Erkrankungen
geeignet sein.

4.3 Die Art der Progression bei myeloproliferativen Erkrankungen

Im untersuchten Kollektiv wurden insgesamt 28 Patienten mit progredienter MPN
untersucht. Die haufigste Art der Progression stellte das sekundare MDS mit 13 Pati-
enten (47 %), gefolgt von der sekundaren Myelofibrose mit 32 % (9 Patienten). Am
seltensten war die Entwicklung einer akuten Leukamie aus einer MPN, in unserem
Kollektiv bei 6 Patienten (21%). Es ist jedoch zu beachten, dass in den hier darge-
stellten Daten die Maximalauspragung der Progression gezahlt wurde, das heil3t, ein
Patient der eine Progression zu einer akuten Leukamie erfahren hat, zuvor aber die
Stadien der Fibrose und Dysplasie durchlaufen hat, wurde hier als leukamische
Transformation gezahlt.

Bei der Polyzythamia vera ist die Myelofibrose eine haufige Progressionsform, wenn
nicht sogar einer der naturlichen Verlaufe der Erkrankung. Literaturangaben zu folge
betrifft dieses, frUher spent-Phase genannte, Erkrankungsstadium nach 10-jahriger
Erkrankungsdauer rund 20% der Patienten [159]. Auch im vorliegenden Kollektiv
stellt die Markfibrose mit 77,8% die haufigste Progressionsform bei der Polyzythamia
vera dar, 20% der Falle mit MDS/MPN-UC zeigten ebenfalls eine sekundare Myelo-
fibrose, aufgrund der Seltenheit und Heterogenitat der Erkrankung ist keine Inzidenz
der verschiedenen Arten der Progression bei dieser Entitat bekannt. [28] Bei den ub-
rigen untersuchten Entitaten, ET und MPN-UC fand sich kein Fall von sekundarer

Myelofibrose. Bei der essentiellen Thrombozythamie ist dies auch in der Literatur als
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ausgesprochen seltenes Ereignis beschrieben, mit weniger als 1% nach 10 Jahren
Erkrankungsdauer. [160] Bei der unklassifizierbaren myeloproliferativen Erkrankung
gilt, dass, wie beim MDS/MPN-UC, aufgrund der Seltenheit und Heterogenitat keine

Inzidenz der verschiedenen Progressionsarten bekannt ist.

Die haufigste Form der Akzeleration oder Progression stellt die sekundare Myelodys-
plasie mit rund 47% der Progressionen (17,3% aller untersuchten Falle) dar. Mit
30,8% die haufigste Diagnose in der Gruppe des sekundaren MDS war die primare
Myelofibrose. 11,8% der untersuchten Falle mit PMF zeigten eine Akzeleration in die-
se Richtung. Eine Haufigkeit der sekundaren myelodysplastischen Syndrome nach
PMF ist nicht bekannt, jedoch ist diese Entitat mit einem hohen Risiko einer klonalen
Entwicklung verbunden, was sich mit der hohen Inzidenz an leukamischen Transfor-
mationen, sowohl im untersuchten Kollektiv, als auch durch frihere Studien zeigt
[167] Einen ebenfalls hohen Anteil an dysplastischer Entwicklung zeigten MDS/MPN-
UC und ET. Im Verlauf entwickelte eine unklassifizierbare myeloproliferative Erkran-
kung (MPN-UC) dann noch MDS-typische Zeichen, die Entstehung eines MDS/MPN-
UC aus MPN-UC ist bereits beschrieben. [28]

Insgesamt zeigten 6 der 75 untersuchten Patienten den dramatischsten Verlauf einer

myeloproliferativen Erkrankung mit Entwicklung einer Leukamie.

Alle Falle entwickelten eine akute myeloische Leukamie, nicht bei allen Patienten war
eine Einteilung nach FAB mdglich. Der in unserem Kollektiv am haufigsten diagnosti-
zierte Typ war eine AML FAB-M7 (3 Patienten). Die megakaryoblastare Leukamie
(AML-FAB-M7) gilt als haufigste myeloische Leukamie, die aus einer MPN entsteht.
[176] [170] Ein Patient entwickelte eine AML-FAB M5 (Akute Monoblastenleukamie)
aus einer primaren Myelofibrose. Auch die Entstehung dieser Form der Leukamie
aus einer MPN ist bekannt, diese ist jedoch deutlich seltener als die AML-FAB M7
[176] [170].

Bei 4 Patienten entstand die Leukamie aus einer primaren Myelofibrose, somit neben
der Dysplasie die haufigste Art der Progression bei dieser Entitat und mit 11,1% leu-
kamischen Transformationen die Entitat mit dem hochsten Risiko der Entwicklung
einer Leukamie im untersuchten Kollektiv. Als seltenes Ereignis beschrieben ist die
Entwicklung einer Leukamie aus einer essentiellen Thrombozythamie. Mit 2-5% leu-
kamischen Transformationen nach 10 Jahren haben Patienten mit ET von allen MPN
das insgesamt geringste Risiko der Entwicklung einer sekundaren Leukamie. In un-
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serem Kollektiv entwickelte eine Patientin eine akute myeloische Leukamie nach es-
sentieller Thrombozythamie. Beim MDS/MPN-UC wird insgesamt ein hohes Risiko
fur eine leukamische Transformation angenommen, jedoch ist keine Inzidenz be-
kannt. Von den 10 untersuchten Patienten mit MDS/MPN-UC war ein Patient progre-
dient in Richtung AML.

4.4 Die Rolle von SRSF2 bei myeloproliferativen Erkrankungen

Aus friheren Studien war bekannt, dass eine SRSF2-Mutation einen Risikofaktor fur
die Progression chronisch myeloproliferativer Erkrankung darstellt. Es wurde insbe-
sondere die Rolle der Mutation in der Progression zu akuten Leukamien untersucht
und im Falle eines Mutationsnachweises auch ein erhohtes Risiko gefunden. [118]

Es wurde aul3erdem gezeigt, dass etwa 17% der Patienten mit einer primaren Myelo-
fibrose eine SRSF2-Mutation tragen, bei diesen Patienten wurde insgesamt ein
schlechteres Gesamtuberleben und, im Falle der leukamischen Transformation, bei
SRSF2-mutierten MPN, eine schlechtere Prognose im Vergleich zum SRSF2-WT
gefunden [116-118]. Jedoch ist auch bekannt, dass die SRSF2-Mutation bei der PMF
insgesamt in hoherer Frequenz vorkommt, auch bei nicht-progredienten Erkrankun-
gen. [117] Aus den Erkenntnissen der Untersuchungen zur primaren Myelofibrose
lie® sich ableiten, dass es sich bei SRSF2 um eine fruh erworbene somatische Muta-
tion handelt, diese meist schon bei Erstdiagnose nachweisbar ist. [117]

Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine SRSF2-Mutation statistisch signifikant
haufiger bei Patienten mit einer progredienten Erkrankung vorkommt als bei Patien-
ten mit nicht-progredientem Verlauf einer MPN. Die SRSF2-Mutation ist deutlich mit
der Entwicklung einer Dysplasie assoziiert, 58,3% der Falle, die eine Entwicklung in
Richtung eines sekundaren MDS zeigten, waren SRSF2-mutiert (p=0,007). Umge-
kehrt, lag bei Nachweis einer SRSF2-Mutation, unabhangig vom klinischen Verlauf,

zu 54% ein sekundares myelodysplastisches Syndrom vor.

Diese Tendenz passt auch zur Tatsache, dass 44,4% der MDS/MPN-UC Falle
SRSF2-mutiert waren, von denen wiederum 60% progredient waren, 50% mit zu-
nehmender Dysplasie und ein Patient mit leukamischer Transformation. Zur Identifi-
kation einer MDS/MPN-UC ist bislang kein spezifischer genetischer Marker bekannt,
in einer kleineren Serie wurde eine Haufung der JAK2-Mutation beim MDS vom Typ

RARS-T gefunden. [78] In der Gruppe der overlap-Syndrome wurde allerdings fur
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die CMML eine eindeutige Assoziation zur SRSF2-Mutation gezeigt, es scheint, dass
auch beim MDS/MPN-UC die SRSF2-Mutation eine wichtige Rolle spielt.[108]

Interessant ist, dass in unseren Untersuchungen SRSF2-Mutationen bei Patienten
mit einer Polyzythamia vera nicht vorkamen, ebenso, unabhangig der Grunderkran-
kung, bei Patienten mit sekundarer Myelofibrose. Hier ist anzunehmen, dass andere
Mutationen zur Entstehung der Erkrankung und deren Progression beitragen (insbe-
sondere JAKZ, s.u.).

In den bislang publizierten Studien zeigt sich ein ahnliches Bild zur Haufigkeit der
SRSF2-Mutation bei der PV. Mit einer Mutationshaufigkeit von etwa 3 % ist SRSF2
bei Patienten mit Polyzythamia vera eine sehr seltene Mutation [188], andere Studien
zeigten sogar, dass Spliceosom-assoziierte Mutationen bei PV gar nicht vorkommen.
[115]

11,4% der untersuchten Falle einer PMF waren SRSF2-mutiert, mit 28,6% SRSF2-
positiven in der Progress-Gruppe gegenuber 7,1% SRSF2-positiven Falle in der Kon-
trollgruppe, liegt auch hier eine deutliche Tendenz in Richtung Progression im Falle
einer Mutation vor. Diese Tendenz zeigt sich ebenfalls bei der ET (50% mutiert, da-
von 50% progredient, 3 Patienten mit Entstehung eines MDS, ein Patient mit LT), bei
der MPN-UC (40% mutiert, davon 50% progredient in Richtung Dysplasie). Der pro-
zentual hohe Anteil an SRSF2-Mutationen bei der ET hangt jedoch sicherlich auch
mit der Auswahl und der Grole des Kollektivs mit dem besonderen Fokus auf pro-

grediente Erkrankungen mit Verlaufsbiopsien zusammen.

Es lasst sich festhalten, dass SRSF2 ein Risikofaktor fur die Entstehung einer Pro-
gression bei PMF, ET, MPN-UC und MDS/MPN-UC ist. Die Mutation ist ein guter
Marker zur ldentifizierung einer Dysplasie, sowohl in der Progression einer MPN in
Richtung eines sekundaren MDS als auch in der Diagnose einer MDS/MPN-UC. Ob-
wohl die pathogenetischen Auswirkungen der SRSF2-Mutation bei MPN und MDS
noch nicht genau geklart sind, scheinen Mutationen in der Splicing-Maschinerie eine
Dysplasie im Knochenmark zu begunstigen, da diese Mutationen eben typischer-
weise bei primaren und sekundaren myelodysplastischen Syndromen und

MDS/MPN-overlap Syndromen vorkommen.

Die erhobenen Daten zur Rolle von SRSF2 bei der leukdmischen Transformation
zeigen, wie schon die bisherigen Studien, dass ein Teil der sekundaren Leukamien
bei MPN durch SRSF2-Mutationen begunstigt sind, in unserem Kollektiv 20%. Diese
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Erkrankungen waren in unserem Kollektiv interessanterweise nicht TP53-mutiert
(s.u). Hier ist naturlich zu betrachten, dass sie Anzahl an leukdmischen Transformati-

onen im untersuchten Kollektiv insgesamt gering ist.

Die SRSF2-Mutation eignet sich schon fruh zur Risikostratifizierung myeloproliferati-
ver Erkrankungen, da die Mutation in der Regel zu Beginn der Erkrankung nach-
weisbar ist und mutierte Erkrankungen eine insgesamt schlechtere Prognose und ein
hoheres Risiko der Progression, insbesondere in Richtung eines MDS, haben. Zu-
gewinn oder Verlust der Mutation sind untypisch. Mittels RFLP ist der SRSF2-
Mutationsstatus zuverlassig, schnell und kostengunstig aus dem Knochenmarktrepa-
nat festzustellen, dies wurde fur die CMML gezeigt und konnte auch hier bei den ver-
schiedenen MPN-Entitaten, sekundaren MDS, MDS/MPN und sekundaren akuten
myeloischen Leukamien gezeigt werden. [108]

4.5 Die Rolle der JAK2-Mutation bei MPN

Die Rate an JAK2-V617F-Mutationen lag im gesamten Kollektiv bei 64%, naturge-
malf} bei der Polyzythamia vera mit 86,7% am hochsten. Mit 75,8% JAK2-Mutationen
bei der PMF lag die Mutationshaufigkeit etwas Uber dem in der Literatur angegeben
Wert, bei der ET mit 50% und der MPN-UC mit 60% in etwa im Bereich der bekann-
ten Werte. Beim MDS/MPN-overlap Syndrom ist die JAK2-Mutation mit 30% relativ
selten. Hier ist anzunehmen, dass andere, haufiger vorkommende, Treibermutatio-
nen an der Pathogenese dieser Erkrankungen beteiligt sind. Eine solche Treibermu-
tation bei MDS/MPN-UC konnte moglicherweise die SRSF2-Mutation darstellen.

In der Gruppe der progredienten myeloproliferativen Erkrankungen war eine JAK2-
Mutation seltener als der JAK2-Wildtyp. Bezogen auf die unterschiedlichen Arten der
Progression, gab es in Richtung AML und Fibrose keine wesentlichen Unterschiede
in der Haufigkeit von JAK2-Mutation und Wildtyp. Bei den Patienten mit sekundarem
MDS war der JAK2-Wildtyp mit 22,7% gegenuber 14,6% JAK2-Mutationen haufiger.

In der Gruppe der Kontrollfalle mit nicht-progredienter Erkrankung zeigte sich der
JAK2-Mutationsstatus stabil. Insgesamt 3 Patienten mit progredienter MPN hatten
hingegen einen JAK2-Mutationsverlust, - Zugewinn oder beides.

Ein Zugewinn somatischer Mutationen ist mit einer Progression myeloproliferativer
Erkrankungen assoziiert [162], ebenso ist bekannt, dass aus JAK2-positiven ,Mutter-
kolonien®, JAK2-negative ,Tochterkolonien® entstehen konnen, die im Sinne einer

klonalen Evolution moglicherweise einen Selektionsvorteil haben, somit aus einer
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JAKZ2-mutierten, eine JAK2-nicht-mutierte Erkrankung entstehen kann. Diese Ent-
wicklung ist naturlich auch umgekehrt moglich, aus der Erkrankung mit JAKZ2-
Wildtypstatus entsteht eine JAK2-mutierte Erkrankung. [189, 190] Es zeigt sich, so-
wohl in den vorherigen Studien, als auch in unserem Kollektiv, dass ein JAK2-
Mutationsverlust oder -Zugewinn insbesondere bei progredienten Erkrankungen vor-

kommen.

SRSF2- und JAK2- Mutation kdnnen gemeinsam vorkommen, haufiger liegt jedoch
eine der beiden Mutationen vor. Ebenfalls seltener kommt keine der beiden Mutatio-
nen vor. Eine Erklarung konnte sein, dass die SRSF2-Mutation als fruihe somatische
Mutation an der Krankheitsentstehung beteiligt ist, somit zusatzlich zur sogenannten
Treibermutation in der Krankheitsentstehung wirkt oder gar als solche wirkt. So wird
von Anfang an die Progression der Erkrankung unterstitzt, sodass die Krankheit
auch ohne das Vorhandensein einer Mutation in einem Gen der Signaltransduktion,
wie z.B. der typischen JAK2-Mutation, entstehen kann. Diese Beobachtung wurde
bei primaren MDS bereits gemacht (siehe Kap. 4.6.). [191] [192] [106] Wenn keine
Mutation in JAKZ2 vorliegt, liegt meist eine der anderen bekannten Treibermutationen
vor, zum Beispiel im CALR- oder MPL-Gen [4]. Zusatzliche Mutationen treten dann,
im Sinne einer klonalen Evolution, erst im spateren Verlauf auf. Dies betrifft dann
meist Mutationen in anderen Gen-Klassen, beispielsweise in Tumorsuppressor-
Genen wie TP53 [4]. Liegen beide Mutationen, in SRSF2 und JAK2, gemeinsam vor,
haben die Betroffenen wahrscheinlich ein hoheres Risiko der Progression. Eine Zu-
nahme somatischer Mutationen und zytogenetischer Aberrationen ist mit schlechte-
rem Outcome und groflerem Risiko einer Akzeleration und Progression assoziiert.
[187] Naturlich konnen SRSF2 und JAKZ alleine nicht die gesamte Pathogenese und
Progression myeloproliferativer und myelodysplastischer-myeloproliverativer Neopla-
sien erklaren, dennoch scheinen fur einen gewissen Teil der Erkrankungen diese Mu-
tationen entscheidende Rollen zu spielen. Zukunftige Untersuchungen mit modernen
Sequenzierungsmethoden, wie zum Beispiel Next-Generation-Sequencing (NGS),
werden sicherlich ein noch tiefergehendes Verstandnis uber Verlauf und Pathogene-
se dieser Erkrankungen ermdglichen. Am hier dargestellten Kollektiv soll dies durch
Folgearbeiten untersucht werden.
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4.6 Die Rolle von TP53 bei der leukdamischen Transformation

Es besteht eine Assoziation des p53-pathways mit der leukamischen Transformation
myeloproliferativer Erkrankungen. 40-50% der leukamischen Transformationen von
MPN sind durch Storung der Tumor-Suppressor-Funktion des TP53-Signalwegs ver-
ursacht, dies kann sowohl durch Mutationen in TP53 selbst oder aber durch eine
funktionelle Inhibition, beispielsweise uber MDM4 geschehen (s.0.). [115, 141]

Uber den zeitlichen Verlauf von TP53-Mutationen bei chronisch myeloproliferativen
Erkrankungen war bislang wenig bekannt. Da in den meisten Studien keine Verlaufe
einzelner Patienten dokumentiert waren, ist unklar, ob TP53 zum Zeitpunkt der Ak-
zeleration mutiert, die Leukamie damit auslost oder ob eine solche Mutation schon in
der chronischen Phase vorliegt und eine Progression ,nur® begunstigt. Im Mausmo-
dell konnte in neueren Studien gezeigt werden, dass durch Ausschalten von TP53
die leukdmische Transformation einer MPN (in der Studie mit der PV untersucht)
ausgelost werden kann. [144]

Bei sich den MPN klinisch ahnlichen verhaltenden chronisch myeloischen und chro-
nisch lymphatischen Leukamien, treten zum Zeitpunkt der Transformation in eine

akute Leukamie Mutationen in Schlusselgenen auf, die zur Progression fuhren.

Bei der sog. Richter-Transformation der CLL und dem Ubergang einer CML in die
Blasten-Krise ist bekannt, dass ein solch auslosendes Schlusselgen TP53 sein kann.
[193, 194] Als elementarer Bestandteil der Zellzyklus-Regulation liegt nahe, dass ei-
ne Mutation im TP53-Gen, zusammen mit der uber die Jahre entstandenen chromo-
somalen Instabilitat der Erkrankungen, die recht indolenten myeloproliferativen Neo-
plasien in eine hoch aggressive Leukamie verwandeln kann. Durch verschiedene
Vorarbeiten war bekannt, dass bei rund 12% der leukamischen Transformationen
TP53-Mutationen vorliegen (s.0). Durch diese Arbeit sollte der zeitliche Verlauf der

TP53-Mutationen geklart werden.

Die immunhistochemische Methode zur Darstellung der p53-Expression von Saft et
al. eignet sich gut, eine TP53-Mutation festzustellen, eine hohe p53-Expression kor-
reliert mit TP53-Mutationen. [147] Im untersuchten Kollektiv erlebten insgesamt
zwOlf Patienten mit myeloproliferativer Erkrankung eine leukamische Transformation.

Von diesen Patienten zeigte die Halfte eine TP53 Uberexpression (3+).

Bei zwei Patienten lagen frihere Biopsien vor, bei diesen Patienten war in der Phase
der nicht-transformierten Erkrankung TP53 noch nicht Uberexprimiert.
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Ein Patient mit MDS/MPN-UC war ebenfalls TP53-Uberexpremiert, bei diesem Pati-
enten liegt jedoch nur eine Knochenmarkbiopsie vor, sodass Uber den Verlauf nichts
bekannt ist, jedoch kann eine TP53-Mutation bereits Ausdruck einer moglichen Ak-

zeleration sein.

Vorarbeiten zeigten, dass die TP53-Mutation eher mit einem JAK2-Wildtyp assoziiert
ist. [118] [145] Diese Assoziation lasst sich an unserem Kollektiv nicht nachvollzie-
hen, es sind in gleicher Anzahl JAK2-postive Falle wie JAK2-negative Falle unter den
TP53-mutierten. Weiter zu untersuchen ist, ob bei den Patienten mit leukamischer
Transformation ohne TP53-Mutation, eine funktioneller TP53-Verlust, beispielsweise
durch TP53-Inhibition durch MDMZ2 oder sogar durch JAK2-V617F vorliegt.

Es ist naturlich zu beachten, dass es sich bei sechs Patienten mit leukamischer
Transformation um ein kleines, nicht unbedingt reprasentatives Kollektiv handelt. Die
durch Vor-Studien beschriebene Assoziation von TP53-Mutation und leukamischer
Transformation hat sich jedoch auch in unseren Untersuchungen gezeigt. AuRerdem
zeigt sich, dass durch das Auftreten einer TP53-Mutation, eine akute Leukamie aus-
gelost werden kann, was sich auch in neueren Studien auch im Mausmodell gezeigt
hat. [144]

Ob SRSF2-Mutation und TP53-Mutation bei Patienten mit leukédmischer Transforma-
tion einer MPN tatsachlich nicht gemeinsam vorkommen, sollte, bevor allgemeingul-
tige Aussagen getatigt werden, an einem grof3eren Kollektiv untersucht werden. Vor-
bestehende Daten zu primaren MDS konnten diese Hypothese jedoch unterstutzen.
Hier zeigt sich die SRSF2-Mutation oftmals ,exklusiv‘. Zu nahezu allen bekannten
Mutationen bei primaren myelodysplastischen Syndromen und SRSF2 besteht eine
negative Assoziation, es kommen lediglich IDH2-und SRSF2-Mutationen haufiger
gemeinsam vor. [191] [192] [106] IDH-Mutationen stellen bekanntermal3en einen Ri-
sikofaktor fur leukamische Transformationen von MPN dar [195]. Es ware denkbar,
dass auch bei SRSF2-mutierten MPN in Akzeleration die LT durch IDH2-Mutationen
begunstigt wird, wohingegen beim SRSF2-WT beispielsweise TP53 entscheidend die

Transformation vorantreibt.

Um solche Hypothesen zu unterstutzen werden jedoch tiefergehende Analysen mit
grolleren Kollektiven und moderneren Methoden, wie beispielsweise Next-

Generation-Sequencing, notwendig sein.
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5 Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren wurden bei myeloproliferativen Erkrankungen zahlreiche
Mutationen beschrieben, Uber deren genaue molekulare Mechanismen oder die zeit-
liche Abfolge, im Sinne einer klonalen Evolution, deren prognostische Wertigkeit so-
wie deren Korrelation mit Knochenmarkmorphologie und Klinik war jedoch wenig be-

kannt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Verlaufe von myeloproliferativen Erkrankungen
und MDS/MPN an sequentiellen Knochenmarkbiopsien untersucht. Es wurde sowohl
der morphologische als auch der klinische Verlauf zur Einordnung in Gruppen be-
trachtet und die Verlaufe mit einer Untersuchung von molekularen Mechanismen der
Progression, dem zeitlichen Verlauf der Mutationen und moglicher additiver Effekte
dieser Mutationen korreliert. Ein besonderer Fokus lag auf der Bedeutung der Muta-
tionen im SRSF2- und im TP53-Gen.

Die Untersuchungen erfolgten an einem Studienkollektiv von insgesamt 133 Fallen
bzw. 75 Patienten, von denen 30 Patienten (37,3%) progredient waren, 45 Patienten
(62,7%) eine stabile myeloproliferative Erkrankung (Kontrollgruppe) hatten. Es zeigte
sich, dass die SRSF2-Mutation signifikant haufiger in der Gruppe der progredienten
myeloproliferativen Erkrankungen vorkam, insbesondere bei Progression in Richtung
eines MDS. Als fruhe somatische Mutation eignet sich die Mutation moglicherweise
schon bei Erstdiagnose zur Risikostratifizierung. Ebenso stellt die SRSF2-Mutation
bei MDS/MPN-UC eine sehr haufige Mutation dar, kann somit als ein mogliches di-

agnostisches Werkzeug dienen.

Das Auftreten einer TP53 Uberexpression verursacht bei einem Teil der Patienten
eine Transformation der MPN in Richtung einer akuten myeloischen Leukamie, es
zeigte die in der Literatur beschriebene Tendenz, dass TP53-Mutationen erst zum

Zeitpunkt einer leukamischen Transformation auftreten.

Im untersuchten Kollektiv kamen SRSF2- und starke TP53 Uberexpression als Hin-
weis auf Mutation nicht gemeinsam vor, JAK2- und SRSF2-Mutation waren ebenfalls
seltener koinzident. Wie durch Vorarbeiten bei der CMML gezeigt, Iasst sich mittels
RFLP der SRSF2-Mutationsstatus zuverlassig und schnell aus dem Knochenmark-
trepanat identifizieren, in der vorliegenden Arbeit konnte dies bei den verschiedenen
MPN-Entitaten, sekundaren MDS, MDS/MPN und sekundaren akuten myeloischen

Leukamien gezeigt werden. Die immunhistochemische Methode zur Darstellung der
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TP53-Uberexpression von Saft et al. eignet sich gut um Falle mit erhéhtem Risiko der
Progression am Knochenmarktrepanat festzustellen. [147]
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