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Zusammenfassung

Die préafibrotische, primare Myelofibrose (praPMF), eine frithe Form der primaren
Myelofibrose (PMF), ist eine seltene hamatopoetische Stammzellerkrankung aus dem
Formenkreis der BCR::ABL1-negativen myeloproliferativen Neoplasien (MPN), die
Uber eine klonale Proliferation zu einer Hyperplasie, insbesondere der
Megakaryopoese und der Granulopoese fuhrt. Grundlage hierfur ist die konstitutive
Aktivierung des Januskinase (JAK) — ,Signal Transducer und activator of transcription®
(STAT)-Signalweges uber eine der bekannten Driver-Mutationen in den Genen von
JAK2, des Thromopoietin-Rezeptors (myeloproliferative leukemia, MPL) oder
Calretikulin (CALR). Die primare Myelofibrose (PMF) geht im Vergleich zur
essentiellen Thrombozythamie (ET) und Polycythamia vera (PV) mit einer hdheren
Symptomlast und hoheren Mortalitat einher. Prognosescores, die klinische Parameter
mit molekularen sowie zytogenetischen Marker kombinieren, erlauben eine individuelle
Risikoabschatzung und dementsprechende Behandlungsstrategien. Die Verfugbarkeit
des Next-Generation-Sequencing (NGS) hat in den letzten Jahren zu einem enormen
Wissenszuwachs mit Definition prognostisch ungunstiger Mutationen gefihrt. Wie sich
das molekulare Profil auf die Histomorphologie des Knochenmarks auswirkt, wurde bei
praPMF bislang kaum untersucht und ist Ziel dieser retrospektiven unizentrischen
Studie.

An einem nach WHO 2022 klassifizierten Patientenkollektiv mit praPMF und entweder
einer nachgewiesenen JAK2 oder CALR Typ1 oder Typ2 Mutation wurden am
Knochenmarkbiopsat bei Erstdiagnose (ED) ausgewahlte histologische Parameter
(Fibrosegrad, Hyperzellularitat, Hyperplasie und Clusterbildung der Megakaryopoese)
mittels Lichtmikroskopie anhand entsprechender Spezial- sowie immun-
histochemischer Farbungen reevaluiert. Die molekularen Parameter wurden flr die
Driver-Mutationen mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) bestimmt,
eine NGS-Untersuchung gab Aufschluss Uber das Vorliegen oder Fehlen zusatzlicher
Non-Driver Mutationen. Die statistische Auswertung fur den Vergleich der Kohorten
mit bzw. ohne Non-Driver Mutationen erfolgte mittels ,Exakten Test nach Fisher® oder
,Chi-Quadrat-Test‘. Fir die Korrelationsanalysen und Zusammenhange der
Histomorphologie mit der Art der Driver-Mutation wurden Kontingenzkoeffizienten
berechnet. Insgesamt wurden 29 Patient*innen eingeschlossen, das mediane Alter bei



Diagnose betrug 55,07 Jahre. Eine getrennte Analyse der Patient*innen anhand der
Driver-Mutation zeigte eine deutliche, positive Korrelation der CALR- Mutation mit dem

Ausmald der Hyperplasie in der Megakaryopoese.

Siebzehn praPMF-Patient*innen wurden in 2 Kohorten mit oder ohne Non-Driver
Mutationen getrennt analysiert. Die 8 Patient*innen mit Non-Driver Mutationen waren
deutlich alter als die Patient'innen ohne Non-Driver Mutationen. Dichte
Megakaryozytencluster, eine geringgradige Fibrose (MF 1), eine hochgradige
Hyperzellularitat und eine JAK2-Mutation waren haufiger in der Kohorte mit Non-Driver

Mutationen.

Diese Studie zeigt, dass einige vorbekannte klinische Besonderheiten bei
Patient*innen mit praPMF mit dem histomorphologischen Erscheinungsbild gut
korrelieren. Flr eine bessere Aussagekraft und eine Bestatigung der aufgezeigten
Tendenzen sind Untersuchungen an groReren Kohorten, sinnvollerweise unter

Anwendung computergestitzter Programme, erforderlich.

Abstract

Prefibrotic primary myelofibrosis (prePMF), an early form of primary myelofibrosis
(PMF), is a rare hematopoietic stem cell disease from the group of BCR::ABL1-
negative myeloproliferative neoplasms (MPN), which through clonal proliferation leads
to hyperplasia, particularly of megakaryopoiesis and granulopoiesis. The reason for
this is the constitutive activation of the Janus kinase (JAK) - Signal Transducer and
Activator of Transcription (STAT) - signaling pathway via one of the known driver
mutations in the genes of JAK2, viz. the thromopoietin receptor (myeloproliferative
leukemia, MPL) or calreticulin (CALR). Primary myelofibrosis (PMF) is associated with
a higher symptom burden and higher mortality compared to essential thrombocythemia
(ET) and polycythemia vera (PV). Prognosis scores that combine clinical parameters
as well as molecular and cytogenetic markers allow for individual risk assessment and
corresponding treatment strategies. In recent years, the availability of next-generation
sequencing (NGS) has led to a substantial knowledge gain, including definitions of
prognostically unfavorable mutations. So far, the effect of the molecular profile on the

histomorphology of the bone marrow in prePMF has rarely been subject to
1l



investigation. The intention of this thesis is to address this issue by means of a

retrospective single-center study.

The data under investigation is a WHO 2022 classified patient collective diagnosed
with prePMF and either a detected JAK2 or CALR type1 or type2 mutation. For this
dataset, selected histological parameters (degree of fibrosis, hypercellularity,
hyperplasia and clustering of megakaryopoiesis) of the bone marrow biopsies,
collected at initial diagnosis, were re-evaluated using light microscopy and appropriate
special and immunohistochemical staining. The molecular parameters for the driver
mutations were determined using quantitative polymerase chain reaction (qPCR) and
an NGS analysis provided information on the presence or absence of additional non-
driver mutations. The statistical analysis for the comparison of the cohorts with and
without non-driver mutations was carried out using Fisher's exact test or the chi-square
test. Contingency coefficients were calculated for the correlation analyses and
correlations of histomorphology with the type of driver mutation. In total, 29 patients
(median age at diagnosis: 55.07 years) were included. A separate analysis of the
patients based on the driver mutation showed a positive correlation between the CALR

mutation and the extent of hyperplasia in megakaryopoiesis.

Seventeen prePMF patients were separated into two 2 cohorts (with or without non-
driver mutations). The eight patients with non-driver mutations were significantly older
than the patients without non-driver mutations. Additionally, dense megakaryocyte
clusters, low-grade fibrosis (MF 1), high-grade hypercellularity and a JAK2 mutation

were more common in the cohort with non-driver mutations.

This study shows that for patients with prePMF, some of the previously identified
clinical features correlate well with the histomorphological appearance. For a better
significance and confirmation of the trends shown, studies on larger cohorts, ideally

using computer-assisted programs, are required.
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1. Einleitung

1.1. Historie und Definition der prafibrotischen primaren Myelofibrose

Die prafibrotische, primare Myelofibrose (praPMF) ist die Frihform der priméaren
Myelofibrose (PMF) und zahlt neben der Polyzythamia vera (PV) und der essentiellen
Thrombozythamie (ET) zu den klassischen BCR::ABL1- bzw. Philadelphia-negativen

myeloproliferativen Neoplasien (MPN) [1].

Nachdem William Dameshek im Jahr 1951 das Konzept der myeloproliferativen
Erkrankungen (myeloproliferative disorders, MPD) als erster pragte [2], gelang es
Pathologen um Jurgen Thiele im Jahr 1976 - damals unter der Bezeichnung ,chronic
megakaryocytic-granulocytic myelosis® - eine Vorstufe der manifesten Myelofibrose
morphologisch und ultrastrukturell zu beschreiben [3] und den stadienhaften Verlaufin
weiteren Studien mit sequenzieller, histologisch-klinischer Korrelation zu belegen [4].
Aufgenommen wurde die praPMF in die WHO-KIlassifikationen 2001 und 2008 [5,6],
zur unabhangigen Entitat mit distinkten Diagnosekriterien wurde sie schliel3lich im Jahr
2016 in der revidierten Fassung der WHO-Klassifikation erklart (PMF, prefibrotic/early
stage) [7].

Es handelt sich dabei um eine hdmatopoetische Stammzellerkrankung mit klonaler
Expansion der myeloischen Kompartimente unter Beibehaltung einer ausreifenden
und effektiven Hamatopoese, wobei der erste, starke Beweis eines klonalen Ursprungs
in pluripotenten, hamatopoetischen Stammzellen (HSC) auf die spaten 70er Jahren

zuruckgeht [8].

Klinisch prasentiert sich die praPMF haufig mit einer grenzwertigen bis geringen
Leukozytose, einer milden, therapierefraktaren Anamie, einer Thrombozytose und
einer minimalen Splenomegalie. Histomorphologisch ist typischerweise eine deutliche
Hyperzellularitat —auffallend, ein  Auftreten von  atypischen/dysplastischen
Megakaryozyten in Clustern, eine hyperplastische Granulopoese und eine
hypoplastische Erythropoese. Eine manifeste Myelofibrose (MF) > Grad 1 fehlt
hingegen [9,10].
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1.2. Bedeutung von Mutationen und Knochenmarkhistologie

Die nach WHO-Kriterien definierte PMF ist in ca. 90% assoziiert mit einer der drei
bekannten Driver-Mutationen, von denen aktivierende Mutationen im Januskinase 2
(JAK2) -Gen mit 58 - 66% die grofdte Gruppe darstellen, Calretikulin (CALR)-
Mutationen mit 19,4 - 25% an zweiter Stelle liegen und Mutationen im Thrombopoetin-
Rezeptor-Gen (myeloproliferative leukemia, MPL) in 5,4 - 8% der PMF-Falle gefunden
werden, ca. 10% sind triple negativ [11,12]. Diese Driver-Mutationen schlie3en sich in
der Regel gegenseitig aus und sind verantwortlich fir den myeloproliferativen
Phanotyp der Erkrankung [13,14].

Die zentrale Rolle in der Pathogenese kommt der konstitutionellen, transkriptionellen
Aktivierung des JAK- ,Signal Transducer und activator of transcription® (STAT)-
Signalweges zu und dies unabhangig davon, ob eine JAK2-Mutation oder eine andere
Driver-Mutation vorliegt, was anhand von Genexpressionsanalysen gezeigt werden
konnte [15]. Diese Driver-Mutationen, auch ,disease driver‘- bzw. ,disease
phenotypic driver‘- Mutationen genannt, beeinflussen den klinischen MPN-
Phanotyp. Davon abgegrenzt werden zusatzliche somatische Mutationen, sog. ,clonal-
driver” Mutationen bzw ,non-driver“-Mutationen, die nicht MPN-spezifisch sind, aber
die Prognose verandern konnen, wenn sie zusammen mit einer der drei ,disease
driver‘-Mutationen auftreten. Zu den haufigsten gehdéren Mutationen im  TET2-,
DNMT3A-, ASXL1- und EZH2-Gen. Der zunehmende klinische Einsatz des Next-
Generation-Sequencing (NGS) und des Whole-Exom- Sequencing (WES) hat einen
enormen Informationsgewinn Uber das Mutationsprofil und dadurch ein tieferes
Verstandnis der zugrunde liegenden Genetik der MPNs bewirkt. Zunehmend wird das

Wissen um das molekulare Profil auch in Prognosescores eingearbeitet [16].

Viel friher als die Mutationsanalyse hat sich die Histologie als ein Hauptkriterium zur
Diagnose der praPMF etabliert. Die histologische Beurteilung von reprasentativen
Knochenmarkbiopsien zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist fur eine exakte
Klassifizierung von essenzieller Bedeutung [17]. Insbesondere sind die
reproduzierbare Quantifizierung der Zellularitdt sowie die Graduierung der Fibrose
relevant flr Risikostratifizierung, Prognose und Beurteilung Therapie-assoziierter

Veranderungen. In Erganzung zu Kklinischen Prognosescores helfen sie der
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Identifizierung von Patienten mit schlechterer Prognose, die mdglicherweise einer

aggressiveren Therapie bedurfen [18,19].

1.3. Ziel der Studie

In dieser Arbeit wird an einem Patientenkollektiv die Histomorphologie der praPMF,
speziell die Zellularitat, der Fibrosegrad und die Morphologie der Megakaryozyten
genau charakterisiert und in Hinblick auf eine Abhangigkeit von dem molekularen Profil
unter bevorzugter Betrachtung zusatzlicher Non-Driver Mutationen untersucht. Die
Publikationen betreffend molekulargenetische Veranderungen bei praPMF haben
zwar in den letzten Jahren deutlich zugenommen, die Fachliteratur zu einem
mdglichen Zusammenhang des histomorphologischen Befundes und dem
molekulargenetischen Profil sind jedoch sparlich. Meine Arbeit beschaftigt sich daher
mit dieser Frage, indem eine retrospektive Analyse an einer gut definierten

Patientenkohorte durchgefuhrt wurde.

2. Hintergrund

2.1. MPN

In der aktuellen Edition der WHO-KIassifikation werden zur Kategorie der MPN neben
den klassischen Philadelphia-negativen Entitaten (PV, ET und PMF) auch die
chronische myeloische Leukamie (CML), sowie die selteneren Entitdten chronische
Neutrophilenleukamie (CNL), die nicht anders spezifizierte chronische
Eosinophilenleukamie (CEL-NOS) und die unklassifizierbare MPN (MPN-U) gezahlt
[7,20]. Die Diagnose dieser Erkrankungsgruppe basiert vornehmlich auf der

Morphologie als ein zentrales Unterscheidungsmerkmal [7,20—22].

Bei den MPN handelt es sich um Neoplasien des blutbildenden Systems, die von einer
somatisch mutierten, pluripotenten Stammzelle ausgehen und zu einer klonalen
Expansion eines oder mehrerer hamatopoetischer Kompartimente mit gesteigerter

Produktion ausdifferenzierter, funktionsfahiger Blutzellen fuhren [23]. Der Klonalitats-
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nachweis wurde in Studien in den 70er Jahren an Patientinnen mit PV bzw. PMF
anhand des Genlocus fur die Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G-6-PD) auf dem
X-Chromosom gezeigt [8,24]. Dieses Gen, das flr das Enzym G-6-PD kodiert,
unterliegt der X-chromosomalen Inaktivierung, sodass in normalen somatischen
Zellen, so auch den Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten, nur entweder das
paternale oder das maternale Gen aktiv ist, wodurch ein Mosaik aus entsprechenden
Zellen vorhanden ist [25]. In Patient*innen mit MPN fand sich in den peripheren
Blutzellen allerdings nur ein Isoenzym, was als Nachweis eines klonalen Ursprungs in
pluripotenten HSC anzusehen ist [8,24]. Mittlerweile weisen rezenteren Publikationen
auf Basis von Einzelzellanalysen daraufhin, dass es sich wohl um oligoklonale
Erkrankungen handelt. Anhand von wiederholten NGS-Analysen an CD34+ Zellen im
zeitlichen Verlauf lieR sich die Dynamik in der klonalen Evolution der Erkrankung mit
dominanten Klonen und Subklonen unter Bertcksichtigung der Krankheitsprogression

(akzelerierte bzw. Blastenphase) darstellen [26,27].

Mutationen im JAK-STAT-Signalweg stellen eine sehr haufige genetische
Veranderung bei verschiedenen MPNs dar. Die Beschreibung der sog. Driver-
Mutationen in den Genen JAK2, MPL und CALR hat zu einem tieferen Verstandnis der
Pathogenese der MPNs gefuhrt. Auch unabhangig vom JAK2-Mutationsstatus ist die
konstitutionelle Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges ein Charakteristikum der
Philadelphia-negativen MPNs, Dbeispielsweise zeigen auch CALR-mutierte
Patient*innen ein distinktes Genexpressionsprofil mit Hochregulierung von JAK2-

Zielgenen [28].

Neben dem JAK-STAT-Signalweg haben auch die Phosphoinositid-3-Kinase/AKT
Serin-Threonin-Kinase (PI3K/AKT)- und die ,rat sacroma virus“ (Ras)/“rapidly
accelerated fibrosacroma“ (Raf)/“mitogen-activated protein  kinase kinase
(MEK)/“extracellular signal-regulated kinase“ (ERK) (,mitogen-activated protein®
Kinase, MAPK)- Signalkaskade eine Bedeutung bei den MPN, wie Abbildung 1
veranschaulicht. Die Aktivierung des Erythropoetin-Rezeptors (EPOR), des
Thrombopoietin-Rezeptors (MPL) sowie des Granulozyten-Kolonie stimulierenden
Faktor-Rezeptors (GCSF-R) durch die entsprechenden Hormone fordert Gber die
Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges die Proliferation. In welchem Gleichgewicht
die STAT1/3/5-Signalubertragung steht, kann letztlich Einfluss auf den endgultigen

Krankheitsphanotyp haben. Bei Bericksichtigung dieser anderen, fir MPN relevanten
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Signalkaskaden wird ersichtlich, dass trotz JAK-Inhibitortherapie eine persistierende
Aktivierung der MAPK- oder PI3K-Signalkaskade oder der STAT-Serin-
phosphorylierung auftreten kann. Diese erwahnten intrazellularen Signalkaskaden,
sowie Beispiele fur intrazellulare negative Ruckkopplungsmechanismen, sind in
Abbildung 1 dargestellt. Das Verstandnis dieser komplexen, intrinsischen Regulierung
der intrazellularen SignalUbertragung ist Basis fur die Entwicklung neuer

Therapieoptionen [29].
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Abbildung 1: Aktivierte Signalkaskaden in MPN [29] http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Der Phanotyp der MPN wird im Wesentlichen durch die Art der Driver-Mutation
bestimmt. Abbildung 2 demonstriert Einflussfaktoren auf den Phanotyp anhand der
Entitaten PV und ET, wobei ein biologisches Kontinuum von Thrombozytose bis zur
Erythrozytose modelliert wird. Bei Vorliegen einer JAK2 V617F-Mutation sind weitere
Faktoren wie Geschlecht, Homozygotie der Mutation, Erythropoetin (EPO)-Spiegel,
Nierenfunktion und Eisenstatus flr das Gleichgewicht zwischen Erythrozytose und

Thrombozytose relevant [14].
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JAK2Exon 12 JAKQVELTF JAK2VELTF MPL CALR
homozygosity mutations mutations

Additional factors influencing phenotype

Mutation type
Mutation homozygosity*
Gender*

Germline predisposition
Additional somatic mutations
Renal function/EPO levels*
Iron stores*
Mutation order*

Abbildung 2: Klinische Prasentation in Abhdngigkeit von ,,phenotypic driver®-
Mutationen [14]

Grolde Studien haben gezeigt, dass Driver- Mutationen in den Genen JAK2, CALR und
MPL bei 45% der MPN die einzige genetische Abnormalitat darstellen. Im Ubrigen sind
zusatzliche pathogene Mutationen in Genen betreffend epigenetische Regulation,
Transkriptionsfaktoren und RNA- Splicing vorhanden, unter denen ASXL1, DNMT3A
und TETZ2 mit einer Haufigkeit von zumindest 5% der gesamten MPN-Falle zu finden
sind. CBL, SF3B1, EZH2, TP53, SRSF2, U2AF1 und IDH1/2 zeigen pathogene
Varianten in weniger als 2% der Patient*innenproben [30].

Fasst man die Ergebnisse multivariater Analysen von vier grof3angelegten Studien
zusammen, kann den Non-Driver Mutationen bei MPN ein prognostischer Wert in
Hinblick auf das Gesamtliberleben beigemessen werden (Abbildung 3). Dabei ist
festzuhalten, dass bei PV und ET in der chronischen Phase die Wahrscheinlichkeit,
keine zusatzlichen Mutationen zu haben signifikant haufiger ist als bei PMF. Abbildung
3 zeigt den Einfluss der mutierten Gene auf die Entwicklung einer Fibrose und
leukdmische Transformation in einer Kohorte von >1800 MPN-Patient*innen.
Mutationen in den Genen IDH2, EZH2, ASXL1, SRSF2 und U2AF1 haben sich in den
jeweiligen Studien fur die PMF als unabhangiger Risikofaktor auf das Uberleben

erwiesen [29-33].
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Abbildung 3: Bedeutung von Mutationen in MPN bzw. PMF fiir die Gesamt-
liberlebensrate [29] http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Eine umfassende Ubersicht liber pathogene somatische Mutationen in MPN, die die
Ergebnisse zahlreicher publizierter Studien inkludieren, ist in Tabelle 1 unter
zusatzlicher Angabe des Genlocus, der Art der Mutation, der Proteinfunktion, der

Haufigkeit sowie der klinischen Konsequenz dargestellt.
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Tabelle 1: Somatische Mutationen in MPN [23]

Gene function
and symbol Location Type of mutations Protein function Frequency Consegquences Reference
Signaling MPN
drhver
JAKZ apad JAKZVEITF Tyrosne kinase associated with 957 PV, 50%-60% PMF and ET  Increased RBC, platedel, and 47
cytoking receplors granulocyie production
JAKZ goon 12 InPV Increased RBC i
MPL 1p34 MPLSISLEAR TPOR 2% IR ET Increased platelet production 18, 22,23
MPLS505M
Other missense 35% PMF 25
mutations
CALR 19013 It exon 3 Mutant: acthator of MPL 20°5-25% ET, 255%-307% PMF  Incriased platelel production 28,29
Other signaling
LMK 12024 Missanse [loss of MNegalive reguiaton of JAKZ 15 ET, 2% PWF Synorgy with JAKZVEITF- 35
function) deletion Disease progresson
cBL 110233 Missense [loss of Cytokine recapior miemakzasion 4% PRMF Diseass progresson 11
function) (progressaon to AML)
NRAS 1p132 Missense {scivaion)  EREMAPK sgnaling Rare PMF Progress:on 1o leukemis (5% 65
10% in secondary AML)
NF1 17gi1 Missense deiston ERR/MAPK signaiing Rare PMF Progression o leukemis (5% 66
10% in secondary AML)
FLT3 1agi2 FLT3TD Cytoking racepior (FLT3-L) MPN §=-3%) Prograsson o leukema (10%- 100
15% in secondary AML)
DNA methylation
TET2 dq2d Mizzanze, a-Hatogh = i 10%-200% MPN (ET, PV, and Instiation, 7o
debstion dxypenase PMF)
Crasdation of SmC into ShinC and Mudations on 2 alieles
aciive SmiC demetiwiabon Essociated with progression
DNMTIA 2p23 Missenss, hotspol DNA methylase, 68 Hovo 5%-10°% MPN (ET, PV, and Inifiation T4
meiinyEtion PMIF)
IDH1 29333 MEssense, hotspot M phic anzyme, o 15%3% PMF Iniation, Disease progression i
of 2-hydroxyghutarate biocking
o-Etoghiarate depondent.
enIymes
IDH2 150261 Missense, hotspot L . 153% PMIF Initiaton, Dissase progression 11
of 2-hydroxygiuterate bincking
n-eioghulscalsGenanding
onymes
Histone
modifications
of function Disaaze progression
ASXLY 20g11 MoTsensal indal Cheoamatin-Dinding proiasn 255 PMF InstiEbon 6%
assocated with PRC1 and 2 1%-3= ETPVY Rapsd progression
Transcription
tactors
TPS3 1731 Messense indad Trarscriphon facor reguiaing < 5% (20% of sAML) Progression fo leukemia 98
cell cycie, DMA repar and (mudafions on both afleles)
apaploss complex karyotype
Cux1 g2z Dslastion Tp Transcrpton factor reguiating <3 Progression 1o leukemiz 112
TPS3 and ATM
IKZF1 Tpiz2 Diedetion T, imdsd Masier franacnpion iacior n o Progresmon 1o leukems 112
R
ETVE 12p13 Missense! indel Transcriphon factor of the ETs <3S Progression io leukeria 112
Ezrmib
RUNKT 21g22.3  MNonsense! missense!  Masker tanscriplon facior in <F% (10% of sAML) Progression 10 leukemia 1z
RAMA splicing
SR3F2 17g25.1  Missense, holspot ‘Serine‘arpnine-nich pre- RNA < 2% ET 10%-15% PMF Initiston? Progressan o4
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LA
SFIB1 20331 Missanse RMA-splicing factor 3b suburit  <3% ET Phenotypec change (anermia) 113
1, part of U2
LIZAF 21g22.3 Messensa U2 small nuciear ANA-spliong 10%-15% PMF Phenotypic change (anamia) 94
factor
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Die Inzidenz der Philadelphia-negativen MPNs scheint Uber die Jahre weitgehend
stabil zu bleiben und liegt beispielsweise fur das Jahr 2016 in den USA bei 2,7 pro
100.000 Personen. Fur die PMF wird eine durchschnittliche Inzidenz von 0,33 pro
100.000 Personen pro Jahr angegeben (Datenerhebung der Jahre 2001-2016 in den
USA). Unter allen MPN zeigt die PMF die schlechteste Prognose mit einem 5-Jahres-
Uberleben von 46%, wahrend jene furr die PV und die ET bei 89% bzw. 91% liegt (bei
Patienten mit Diagnosestellung 2001-2011 in den USA) [34].

Trotz der Heterogenitat der verschiedenen MPN-Entitaten ahneln sich diese
grundsatzlich in klinischen, pathologischen und molekularen Merkmalen. Klinische
Komplikationen stellen das erhdhte Thromboserisiko, die durch proinflammatorische
Zytokine verursachten konstitutionellen Symptome, die Splenomegalie sowie das
Risiko der leukamischen Progression dar [35]. In einer groRen Bevdlkerungsbasierten
Studie in Schweden, die knapp 9.500 MPN-Patient*innen umfasst, wird ein 3- bzw. 10-
fach erhdohtes Thromboserisiko fur MPN-Patient*innen im Vergleich zur
Normalbevolkerung flur arterielle bzw. vendse Thrombosen angegeben, wobei das
hochste Risiko offenbar kurz nach Diagnosestellung erreicht wird und im Verlauf
signifikant erhoht bleibt [36]. Zytoreduktive Therapien wie JAK2-Inhibitoren und
Interferon durften sich in bisherigen Studien positiv auf das Thromboserisiko auswirken
[37,38].

Die derzeitigen therapeutischen Ansatze umfassen Thrombozytenaggregations-
hemmer, Antikoagulantien, Aderlasse und zytoreduktive Therapien, die
Hydroxycarbamid, Anagrelid und Interferon-alpha inkludieren. Auch JAK2-Inhibitoren
haben sich als vorteilhaft erwiesen, auch wenn sie einen eingeschrankten Krankheits-
modifizierenden Effekt aufweisen. Die hamatopoetische Stammzelltransplantation
stellt die einzige potenziell kurative Therapieoption dar, wobei es eines genauen

Abwagens von Nutzen und Risiko bedarf [29].

2.2. prafibrotische PMF

Die Abgrenzung der ET zur praPMF ist insbesondere deshalb relevant, da sich Klinik
und Prognose deutlich unterscheiden. Wahrend die ET haufig einen gunstigen Verlauf

in Bezug auf Uberleben, Entwicklung einer Fibrose und Ubergang in Blastenphase
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aufweist, ist das Risiko eines Ubergangs der praPMF in ein fibrotisches Stadium,
Entwicklung einer Blastenkrise, Mortalitdt und Blutungsneigung vergleichsweise
betrachtlich hoher. Die Wahrscheinlichkeiten innerhalb von 5, 10 bzw. 15 Jahre nach
Diagnosestellung an der Erkrankung zu versterben (kumulative Inzidenz der Mortalitat)
sind in Abhangigkeit von der Entitat (ET, praPMF, PMF in fibrotischem Stadium und
PV) in Abbildung 4 dargestellt [39].

80%

OET mpre-PMF mQvert PMF aPV 70%
T0%
59%
60% >
50%
40% 3 5{1‘.&
30%
20%
20%
1 1 0, 2‘:‘5
10% - I_]
0% — . L
Previous/presentation  5-year Cl 10-year CI 15-year C/

Abbildung 4: Vergleich der kumulativen Inzidenz der Mortalitdt zwischen ET, praPMF,
fortgeschrittener PMF und PV jeweils 5, 10 und 15 Jahre nach der Diagnose [39]

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Wahrend das mediane Gesamtuberleben fur die ET bei 30,2 Jahren liegt, ist dieses
fur die praPMF mit 14,7 und die PMF in fibrotischem Stadium mit 7,2 Jahre signifikant
kurzer [40]. In groRen internationalen Studien haben sich signifikante Unterschiede
zwischen ET und praPMF in der Leukozytenzahl, dem Hamoglobin-Wert (Hb), der
Thrombozytenzahl, der Laktatdehydrogenase (LDH), den CD34-positiven Zellen im
peripheren Blut (PB), der Inzidenz einer palpablen Splenomegalie, sowie einer
Knochenmarkfibrose MF1 gezeigt, die mit Ausnahme des Hb-Wertes jeweils bei der
praPMF hdher waren. Neben der charakteristischen Morphologie des Knochenmarks,
sind als Surrogatmarker die erhohte LDH, die Anamie und die Leukozytose zur
Differenzierung der praPMF von der ET etabliert [41].

In der aktuellen WHO-KIlassifikation sind die derzeit gultigen Kriterien zur Diagnose der
praPMF aufgelistet (Tabelle 2). Es sind alle drei Hauptkriterien und zumindest ein
Nebenkriterium erforderlich, dementsprechend kommt der Histomorphologie und der

Molekulargenetik eine entscheidende Bedeutung zu.

Seite 11|62



Tabelle 2: WHO-Kriterien der praPMF [7,22]

Hauptkriterien

1. Proliferation und Atypie in Megakaryopoese, ohne Retikulinfibrose >Grad 1,
begleitet von erhohter altersangepasster KM-Zellularitat, granulozytarer
Proliferation und haufig verminderter Erythropoese

2. Keine Erfullung der WHO-Kriterien fur BCR::ABL1+ CML, PV, ET,
myelodysplastisches Syndrom oder andere myeloische Neoplasien

3. Vorhandensein einer JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation ODER bei Fehlen
dieser Mutationen Vorhandensein eines anderen klonalen Markers ODER
Fehlen einer geringfigigen reaktiven KM-Retikulinfaserfibrose

Nebenkriterien

Vorhandensein von mindestens einem der folgenden Punkte, bestatigt durch 2
aufeinanderfolgende Bestimmungen:

a. Anamie, die nicht auf eine Begleiterkrankung zurtickzufihren ist

b. Leukozytose 211 x 10%/L

c. Palpable Splenomegalie

d. LDH Uber der Normgrenze des Referenzbereichs erhoht

Die Diagnose einer pra-PMF erfordert die Erfullung aller 3 Hauptkriterien und
mindestens 1 Nebenkriterium

2.3. Histologie Knochenmarkbiopsie

Zur adaquaten und insbesondere diagnostisch determinierenden Beurteilung des
Knochenmarks ist zunachst die Bestimmung der Zellularitat erforderlich, die
grundsatzlich altersabhangig ist. Angegeben wird der Prozentsatz der Flache, der am
histologischen Schnittpraparat von hamatopoetischen Zellen eingenommen wird
(Abbildung 5) [42].
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Abbildung 5: Altersabhédngige Zellularitédt des Knochenmarks [42]

Ublicherweise wird ein linearer Zusammenhang zwischen Alter und Zellularitat des
Knochenmarks zur Angabe der Normozellularitat herangezogen (,100% minus Alter in
Dekaden®). Rezentere Arbeiten haben jedoch gezeigt, dass die Spanne weiter ist als
ursprunglich gedacht und die Zellularitat insbesondere alterer Patient*innen (> 60-70
Lebensjahre) mit dem Alter nicht mehr linear abnimmt. Viel eher sollte eine Skala mit

vier Altersgruppen angewendet werden (Tabelle 3) [43].

Tabelle 3: Vorschlag fiir Definition der Zellularitdt & Einteilung in Altersgruppen [43]

Age group, ¥ Hypocellularity, % Normocellularity, % Hypercellularity, %

<20 <45 45-85 =85
20-40 <40 40-70 =70

40-60 <35 35-65 =65
=60 <30 30-60 =60

Neben einer auffallenden (mittel- bis hochgradigen) Hyperzellularitat sind
insbesondere prominente Abnormalitaten in der Megakaryopoese zusammen mit
gesteigerter Granulopoese und reduzierter Erythropoese typisch fur das
histomorphologische Bild der praPMF und speziell hilfreich in der Abgrenzung
gegenuber der ET. Als robustestes Kriterium haben sich die Atypien in der
Megakaryopoese und der histotopographischen Lagerung in Aggregaten bzw. Cluster
erwiesen. Die Megakaryozyten variieren in der Grof3e (klein bis riesengrof3), weisen
Zeichen einer Reifungsstdérung auf (plumpe Lobulierung der Zellkerne, bizarre

Kernform, variabel dichtes Chromatin, verschobene Kern/Zytoplasma-Ratio, viele
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nackte Kerne) und bilden haufig Cluster aus (kleine, =3 bzw. groRe, >7

Megakaryozyten umfassend, locker bzw. dicht) [10,44].

Abbildung 6 =zeigt Beispiele typischer morphologischer Veranderungen in der

Megakaryopose bei praPMF.
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Abbildung 6: Charakteristische Morphologie der Megakaryopoese bei prdPMF:
(a) Verschiebung der Kern/Zytoplasma-Ratio, hypolobulierte Kerne mit ,,wolkigem Chromatin®,
sog. ,bulbous nuclei (HE = Hamatoxylin-Eosin-Farbung). (b) bizarre, atypische Formen und
intrasinusoidale Lagerung (HE-Férbung). (c) GréBen- und Formvarianz (NACE = Naphthol-
AS-D-Chloracetatesterase-Farbung). (d) nackte Zellkerne (NACE-Férbung). (e) kleine dichte
Cluster (CD42b-Immunhistochemie). (f) gro3e dichte Cluster (CD42b-Immunhistochemie).
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Von Seiten vor allem deutscher Hamatopathologen wurde groRe Anstrengung zur
Standardisierung von histomorphologischen Merkmalen flr die semiquantitative
Bewertung und Interpretation von Knochenmarkbiopsien aufgewendet und speziell

eine Unterscheidung von histologischen Mustern angestrebt [45].

Dass das Erkennen histologischer Muster gegenuber isolierten Merkmalen
entscheidend ist, hat eine Studie zur Reproduzierbarkeit der histopathologischen
Unterscheidung der praPMF von der ET gezeigt. So konnte unter einer
Expertengruppe von Hamatopathologen eine 88%ige Konkordanz bei verblindeter
Auswertung erzielt werden. Zur Anwendung kamen mehr als 20 standardisierte
morphologische Merkmale zusammengefasst in 4 Hauptvariablen (neutrophile
Granulopoese, Erythropoese, Megakaryopoese, Faserfibrose), die semiquantitativ

evaluiert wurden [46].

| ET | [ PMF (early-prefibrotic stage)
no or only slight increase in age-matched « marked increase in age-matched cellularity
cellularity
* no significant increase in granulo- and + pronounced proliferation of granulopoiesis and
erythropoiesis reduction of erythroid precursors
= prominent large to giant mature megakaryvocytes + dense or loose clustering and frequent endosteal
with hyperlobulated or deeply folded nuclei, translocation of medium sized to giant
dispersed or loosely clustered in the marrow megakaryocytes showing hyperchromatic,
space hypolobulated, bulbous, or irregularly folded
nuclei and an aberrant nuclear/cytoplasmic ratio
no or very rarely minor increase in reticulin * no or no significant increase in reticulin fibers
fibers

& Megakaryopoiesis; @ Granulopoiesis: @ Erythropoiesis: 2~ Reticulin fibers

Abbildung 7: Diagnostische Kriterien zur Unterscheidung zwischen ET und praPMF,
einschlieB8lich standardisierter morphologischer Merkmale [46]

Welche Bedeutung die Integration klinischer Daten in die morphologische Beurteilung
des Knochenmarks hat, zeigt sich in einer danischen Studie, die sich ebenfalls mit der
Reproduzierbarkeit der histologischen Diagnose von MPN beschaftigt. Wahrend bei

Beurteilung der Histologie allein unter den teilnehmenden Pathologen lediglich ein
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Konsens von 60% erzielt wurde, konnte dieser nach Hinzufliigen klinischer Daten auf

83% angehoben werden [47].

Ein weiteres Merkmal bei der Diagnose der PMF, das ganz klar in die Domane der
Histopathologie fallt, ist - neben der Bestimmung der Zellularitat und der quantitativen
sowie qualitativen Veranderung in der Megakaryopoese - die Beurteilung der
Myelofibrose (Retikulin- bzw. Kollagenfaserfibrose und Osteosklerose). Im Jahr 2005
wurde ein europaischer Konsens zur Graduierung derselben erzielt, die Richtlinien
hierzu sind in Tabelle 4 beschrieben [19]. Der Grad der Myelofibrose bei PMF korreliert
mit typischen klinischen Merkmalen. Die Zunahme der Myelofibrose im Sinne eines
Krankheitsprogresses von frihem Stadium (MF 0-1) zu fibrotischem Stadium der PMF
(MF 22) ist signifikant assoziiert mit zunehmender Anamie, Splenomegalie, dem
Auftreten von peripheren Blasten (leuko-erythoblastisches Blutbild) und einer
normalen bis verminderten Thrombozytenzahl [48]. Eine exakte Graduierung ist
insbesondere wichtig, um die Dynamik bzw. den Progress der Erkrankung zu
bewerten, was wiederum relevant fir die Risikostratifizierung und therapiebedingten
Veranderungen ist. Das Fibrose-Scoring-System hat sich in multivariaten Analysen als
unabhangiger Prognosefaktor auf das Uberleben erwiesen, wobei in Kombination mit
dem klinischen Scoring-System IPSS (Internationale Prognose Scoring System) noch

eine bessere Vorhersage gelingt [19,49].

Tabelle 4: Semiquanititative Graduierung der Myelofibrose [7,19]

MF-0 Verstreute, lineare Retikulinfasern ohne Uberschneidungen
entsprechend normalem Knochenmark

MF-1 Lockeres Netz aus Retikulinfasern mit vielen Uberschneidungen, vor
allem in perivaskularen Bereichen

MF-2  Diffuse und dichte Zunahme des Retikulins mit ausgedehnten
Uberschneidungen, gelegentlich mit nur fokalen Kollagenbindeln
und/oder fokaler Osteosklerose

MF-3  Diffuse und dichte Zunahme des Retikulins mit ausgedehnten
Uberschneidungen und groben Kollagenblindel, oft in Verbindung mit
erheblicher Osteosklerose

Ist das Fibrosemuster heterogen, wird der Wert durch den hochsten Grad bestimmt, der in
mindestens 30 % des Knochenmarks vorhanden ist.
Die Fibrosedichte sollte nur im hdmatopoetischen Bereich erfasst werden.
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Abbildung 8: Darstellung der Myelofibrose (MF) mittels Versilberung nach Gomori:
Retikulédre Fasern stellen sich schwarz und kollagene Fasern gelb-orange dar.
(a) MF 0. (b) MF 1. (c) MF 2. (d) MF3.

Ein experimentelles Computer-gestutztes Modell (Continuous Indexing Fibrosis = CIF)
einer britischen Forschergruppe berlcksichtigt im Gegensatz zu dem derzeit
angewandten semiquantitativen Fibrose-Scoring auch die topographische bzw.
lokoregionare Heterogenitat der Auspragung. Dabei wurde gezeigt, dass haufig kleine
umschriebene Fibroseareale (fibrotische Mikrofoci) vorliegen und dass die
automatisierte, kinstliche Intelligenz (Kl)-gestitze Fibroseanalyse mit Generierung
eines durchschnittlichen CIF-Scores insbesondere in schwierigen Fallen in der
Differentialdiagnose praPMF versus ET hilfreich sein konnte. Abbildung 9 zeigt die
Variabilitat des Auspragungsgrades innerhalb von KM-Biopsien und die mittels

Computer generierte Modellierung und Visualisierung [50].
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Abbildung 9: Variabilitdt der Retikulinfaserfibrose innerhalb von Knochenmarkbiopsien.
A Radarplots zeigen den durchschnittlichen CIF-Wert, die Verteilung der Kacheln (ber die
vier ,Bins“ und die Heterogenitat der Kachelverteilung. Beispiele fur homogene und
heterogene Fibrosemuster. B Beispiele fur Radarplots fur reaktive Proben und MPN-Falle.
[50] http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Die Pathogenese der Myelofibrose steht in engem Zusammenhang mit einem Zustand
chronischer Entzindung und Alteration der Knochenmarknische, die auf eine
komplexe zellulare und molekulare Interaktion hamatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen zurickzufuhren ist. Rezente wissenschaftliche Daten weisen darauf
hin, dass der Zustand der Inflammation im Stroma neben der JAK2-Inhibition einen

wichtigen therapeutischen Angriffspunkt in MPN darstellt [51,52].

2.4. Molekulargenetik

Die aberrante Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade Uber EPOR und/oder MPL
ist der zentrale pathogenetische Mechanismus der BCR::ABL1-negativen MPN,

unabhangig von der Art der Driver-Mutation (JAK2, CALR, MPL). Es kommt zu einer
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Dimerisierung von JAK2 und folglich konstitutiven Aktivierung von JAK2 (Abbildung 10
A und B) [14].

A B
JAK2 mutations CALR and MPL mutations

EPOR

CALR

Mutant
JAK2

S5TATs STATs
MAPK/ERK MAPK/ERK
PI3/AKT ER PI3/AKT

Target genes "“\ Target genes 3

\ {
/

Abbildung 10: Mutationen in JAK2, CALR, MPL fiihren zu exzessiver Myeloproliferation
liber konstitutive Aktivierung JAK2 nachgeschalteter Signalwege [14]

2.4.1. JAK2

Die Beschreibung der JAK2 V617F-Mutation im Jahr 2005 l3utete eine neue Ara in
Hinblick auf die molekulare Klassifikation von MPN und Entwicklung therapeutischer
Strategien ein. JAK2 ist eine zytoplasmatische Tyrosinkinase, der eine zentrale Rolle
in der Signaltransduktion von mehreren Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EPOR, MPL,
GCSF-R) zukommt. Die Substitution einer einzigen Base (Punktmutation) innerhalb
der JH2-Pseudokinase-Domane im Exon 14 des JAK2-Gens flihrt zum Austausch der
hochkonservierten Aminosaure Valin an Position 617 zu Phenylalanin und in der
Konsequenz zu einer konstitutiven Tyrosinkinase-Aktivitat und Aktivierung der JAK-
STAT-Signalkaskade (Abbildung 11). Die Mutation ist erworben und haufiger
heterozygot als homozygot. Im Falle einer homozygoten Mutation zeigt sich nicht
selten ein Heterozygotieverlust (loss of heterozygocity = LOH) auf Chromosom 9p, der
auf eine Duplikation des mutierten Allels (mitotische Rekombination) zurtickzufihren
ist (copy neutral LOH bzw. aquired uniparentale Disomie = aUPD). Die homozygote
JAK2- Mutation aufRert sich im klinischen Phanotyp durch eine betonte Erythrozytose
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[53,54]. Die JAK2 V617F-Mutation war in Studien der Erstbeschreibung in zwischen
35 und 57% der PMF-Patient*innen zu finden [54-57].

Wild-type Mixed Mutant

ATGTGTCT ATGTGTCT ATGTTTC

Peripheral-blood
granulocytes

Abbildung 11: Wild-Typ-Sequenz und G=2>T Mutation im JAK2-Gen [55]

Die Hohe der JAK2-Mutationslast (> versus < 50% VAF) hat sich unter JAK2-mutierten
ET- und praPMF- Fallen neben der Knochenmarkhistologie als unabhangiger
prognostischer Risikofaktor fur eine Transformation in eine manifeste Myelofibrose

erwiesen [58].

Die weitaus seltenere ,gain-of-function“- Mutation im Exon 12 des JAK2-Gens ist nur
in der PV, nicht aber in anderen MPN-Entitaten wie der praPMF beschrieben und geht
mit einer isolierten Erythrozytose einher ohne Alteration von Granulo- und

Megakaryopoese [59].

24.2. MPL

Die weitere molekulargenetische Abklarung JAK2 V617-negativer PMFFalle flhrte zur
Erstbeschreibung der MPL-Mutation im Jahr 2006. Sequenziert wurden die
Transmembran- und Juxtamembran- Domanen der homodimeren Typ | Zytokin-
Rezeptoren EPOR, MPL und GCSF-R. Wahrend sich keine Mutationen in EPOR und
GSCF-R fanden, konnte eine somatische pathogene Mutationen in der Trans-
membranregion des Thrombopoietin- Rezeptors MPL identifiziert werden. Im Nukleotid
1544 (Exon 10) wird die Base Guanin durch Thymidin ersetzt, resultierend in einem
Austausch von Tryptophan zu Leucin im Codon 515 (MPL W515L) (Abbildung 12).
Diese MPL-Mutation wurde in 4 von 45 Patient*innen mit PMF erstbeschrieben.

Histologisch geht damit eine betonte Hyperplasie der Megakaryopoese einher [60].
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MPL - Wildtype

DNA ctg ctg agg tgg cag ttt cct
Protein L L R W Q F P

L]
515
MPLW515L - Mutant

DNA ctg ctg agg tig cag ttt cct
Protein L L R L Q F P

T
515

Abbildung 12: DNA-Sequenz und Protein-Translation fiir Wild-Typ- und mutierte MPL-
Allele. Die Mutation fiihrt zu einer Substitution von Tryptophan durch Leucin am Codon 515.
[60] http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Die Signalkaskade erfolgt Gber eine Phosphorylierung von MPL und JAK2/TYK2 und
in weiterer Folge Aktivierung des STAT 3, STAT 5, ERK/MAPK und PI3K/AKT
Signalwegs (wie in Abbildung 1 und 10 dargestellt).

In einer gréReren Serie von 1182 Patient*innen wurde die MPL W515L Mutation auch
in ET-, nicht aber PV-Fallen gefunden, ferner auch noch eine andere MPL-Mutation
beschrieben (MPL W515K) und zudem einzelne wenige Falle mit MPL W515L und
gleichzeitiger JAK2 V617F identifiziert. Letztere zeigten eine deutlich hohere MPL- als
JAK2-Allelfrequenz, wobei unklar blieb, ob es sich um zwei unabhangige Klone oder

aber um einen Subklon der MPL-Mutationstragenden Progenitorzelle handelte [61].

2.4.3. Calretikulin

Die Pathogenese von MPN ohne nachgewiesener JAK2- oder MPL-Mutation blieb
unklar, bis es im Jahr 2013 gelang, Mutationen im CALR-Gen zu beschreiben. Bis
dahin war CALR nicht als Onkogen bekannt. CALR stellt ein hochkonserviertes Protein
innerhalb des endoplasmatischen Retikulums dar, das als Chaperon fungiert [62].
Mutationen konnten in 70-84% der JAK2-unmutierten MPN-Falle, nicht aber in PV,
gefunden werden. Sie betreffen das Exon 9, wobei sich zwei haufige Varianten
zeigten: eine 52-bp Deletion (L367fs*46) und eine 5-bp Insertion (K385fs*47). Die
Insertion stellt eine inverse Duplikation der 5 Nukleotide vor der Insertion dar (siehe

Abbildung 13). Bei allen CALR-Varianten handelt es sich um "Frameshift-Mutationen®
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mit Verschiebung des Leserasters um +1 Basenpaar. CALR- Mutationen treten
ausschlielich in JAK2- und MPL- unmutierten Fallen auf [63].

PCR Assay of Common Variants

PD7443 PD9479
Gran T cell Gran T cell
K385fs*47
— MNonmutant —
L36Tfs*46
Manmutant AGGAGEAC#.GGCTT#.J&G MNonmutant GACAAGGAGGA
AGGAGCAGAGGACAAGG GACAATTGTCGG
Nl
I fl
. ||
BSNEAS BN WAALAA
Deletion p.L367fs"46 Insertion p.K385fs*47

Abbildung 13: Ergebnisse der PCR und Sanger-Sequenzierung der beiden hédufigsten
CALR-Varianten [63]

Klinisch zeigten CALR-mutierte PMF in Studien eine niedrigere Leukozyten-, eine
hohere Thrombozytenzahl, ein niedrigeres Thromboserisiko und ein hoheres
Gesamtuberleben als PMF-Patient*innen mit JAK2-Mutation. Patient*innen mit CALR-
mutierter PMF waren signifikant jinger (medianer Krankheitsbeginn mit 50 Jahren
versus 63 bzw. 64 Jahren bei JAK2 bzw. MPL-Mutation) und wiesen einen niedrigeren
IPSS-Risikoscore auf. Quantitativ kommen CALR-Mutationen bei PMF mit etwa 23%
am zweithaufigsten nach Mutationen im JAK2-Gen (knapp 65%) und vor Mutationen
im MPL-Gen (4%) vor. 53-72% stellen Typ1 Mutationen (52bp Deletion) und 16-32%
Typ 2 Mutationen (5bp Insertion) dar, 12-15% waren seltenere Insertionen-Deletionen.
Typ 1 Deletionen erwiesen sich als signifikant haufiger in PMF als in ET [64,65].

Die Daten haben gezeigt, dass das bessere Gesamtuberleben nur mitder Typ 1 CALR-
Mutation assoziiert ist, wahrend Typ 2- Mutationen mit einem schlechteren Gesamt-
Uberleben einher gehen [66].

Die quantitative Verteilung von JAK2-, MPL- und CALR-Mutationen in Philadelphia-
negativen MPN ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Distribution of JAKZ, MPL, and CALR Mutations in Philadelphia Chromoseme-Negative Myeloproliferative Neoplasms

Polycythemia Vera Essential Thrombocythemia Primary Myelofibrosis
[Nu33\2’ (N=311) [N=203)
MNenmutated MNanmutated Manrmutated
JAKZ, MPL, JAKZ2 MPL, JAKZ MPL,
and CALR n and CALR —I and CALR—I
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mutation

JAK2
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Abbildung 14: Haufigkeit der CALR-Mutationen in PV, ET und PMF. [64]

2.4.4. Non-Driver Mutationen

In etwa 55% der Patient*innen mit MPN [30] und knapp >80% der Patient*innen mit
PMF [67] treten zusatzliche, fur die MPN nicht spezifische somatische Mutationen auf
und betreffen Gene, die in Zusammenhang mit epigenetischer Regulation (DNA
Methylierung, Histonmodifikation), Transkriptionsfaktoren und RNA-Splicing stehen.
[23,29,32] (siehe auch Abbildung 3 und Tabelle 1). Von diesen werden Mutationen in
den Genen ASXL1, EZH?2, IDH1, IDH2, SRSF2 und U2AF1 Q157 als prognostisch
ungunstig angesehen (Mutationen mit hohem, molekularem Risiko = HMR) [32,68,69].
HMR-Mutationen (isoliert und 22 HMR-Mutationen) kommen signifikant haufiger bei
fortgeschrittener PMF als praPMF vor (44,4 vs. 27% far 1 Mutation und 13,6 vs. 5,4%
fur 22 Mutationen) [40]. Das Vorhandensein einer HMR-Mutation verklrzt das
Gesamtlberleben sowie das Leukamiefreie Uberleben bei Patient*innen mit fort-
geschrittener PMF als auch praPMF, was sich durch das Vorhandensein von mehr als
einer HMR-Mutation verstarkt [33,40]. Im Rahmen der klinischen Phase IlI-Studie
,LCOMFORT II¥, die mit dem JAK2-Inhibitor Ruxolitinib therapierte Patient*innen
untersuchte, wurde dieser Einfluss auf das Gesamtiberleben prospektiv bestatigt [70].
U2AF1-Mutationen kommen signifikant haufiger bei JAK2-mutierter PMF vor, SRSF2-
Muationen sind bei CALR-mutierter PMF seltener [67].

Fur ASXL1-Mutationen konnte gezeigt werden, dass diesen eine relevante Rolle im
gesamten Verlauf der PMF zukommt, indem sie die Fibrosierung sowie die
Blastenvermehrung fordern. ASXL7-Mutationen waren neben UZ2AF7-Mutationen
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signifikant haufiger in fortgeschrittener PMF als in praPMF zu finden (siehe Abbildung
15), gleichermallen waren sie neben RUNX7- und NRAS-Mutationen signifikant
angereichert in Patient*innen mit akzelerierter Phase/Blastenphase der PMF (PMF-
AP/BP) verglichen mit fortgeschrittener PMF [71]. ASXL 1-Mutationen sind gehauft bei
normalem Karyotyp vorhanden und behielten die prognostische Relevanz unabhangig
vom DIPSS-plus Score [32]. Zielgerichtete Therapien wie BET (Bromodomain and
Extraterminal domain)-, BAP1 (BRCA1-Associated Protein 1)- oder TNFR (Tumor
Necrosis Factor Receptor)-Inhibitoren konnten in Zukunft im Falle ASXL71-mutierter

PMF zur Anwendung kommen [71].
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Abbildung 15: Assoziation zwischen Non-Driver Mutationen und Stadium der PMF.

Vergleich der Mutationsfrequenzen zwischen praPMF und fortgeschrittener PMF [71]
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

2.5. Prognose und Therapie

Als Basis fur therapeutische Entscheidungen, insbesondere in Hinblick auf die
allogene Stammzelltransplantation - die bislang einzige potenziell kurative Therapie-
option — werden klinische Prognosescores herangezogen, die in den letzten Jahren
laufend adaptiert wurden. Der IPSS (International Prognostic Scoring System) basiert
auf 5 Parametern (Alter > 65 Jahre, konstitutionelle Symptome, Hb-Wert < 10g/dl,
Leukozytenzahl > 25 G/I, zirkulierende Blasten = 1%) und unterscheidet vier

prognostische Gruppen innerhalb der PMF (low risk, intermediate risk 1 und 2, high
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risk), die sich signifikant im Uberleben unterscheiden. Wahrend das mediane
Uberleben fiir die niedrige Risikogruppe bei etwa 11 Jahren und die Hochrisikogruppe
bei 2 Jahren liegt, ist dieses in den intermediaren Risikogruppen mit etwa 8 bzw. 4
Jahren zu beziffern. Dieses Scoring System erlaubt eine Stratifizierung zum Zeitpunkt
der Diagnose [72].

Der dynamische IPSS (DIPSS) bertcksichtigt auch den Verlauf der Erkrankung und
zeigte gleichermallen statistisch signifikante Unterschiede in den genannten
Risikogruppen. Der im Krankheitsverlauf auftretenden Anamie kommt in diesem
Modell eine hdhere prognostische Relevanz zu. Wird der DIPSS kombiniert mit
ungunstigem Karyotyp (komplexer Karyotyp oder eine oder zwei der folgenden
Aberrationen: +8, -7/7q,i(17q), -5/59-,12p-,inv(3) oder 11923 Rearrangement),
Thrombozytenzahl < 100x10%I und Transfusionsbedarf, ergibt sich der DIPSS plus.
Die hier kombinierten einzelnen Parameter erwiesen sich als jeweils unabhangiger
Risikofaktor fiir ein schlechteres Uberleben [73].

Die beiden neueren Prognosescores MIPSS70 (,mutation-enhanced IPSS) und
MIPSS70+ (,karyotype-enhanced“ MIPSS70) integrieren klinische Daten mit dem
Fibrosegrad im KM (= 2) und molekularen Parametern (Nachweis von HMR-
Mutationen und Fehlen von CALR Typ 1 Mutation), fur den MIPSS70+ sind es etwas
weniger klinische Daten, jedoch zusatzlich zytogenetische Parameter. Sie sind speziell
fur Patient*innen im Transplantationsalter vorgesehen [69].

Zu den HMR- Mutationen wurde spater auch die pathogene Mutation U2AF1 Q157,
nicht aber U2AF1 S34, gezanhlt, die bei PMF mit einem signifikant kirzeren Gesamt-
Uberleben, einer Thrombopenie und Anamie sowie hdherem Patient*innenalter
assoziiert ist [74]. Diese U2AF1 Q157 Mutation wurde als weitere HMR- Mutation in
die MIPSS70+ Version 02 integriert [75]. Sie kommt in 11 - 16% der PMF- Falle vor
[75,76].

Im Jahr 2018 wurde ein ausschliel3lich auf genetischen Daten basierender Score
entworfen (GIPSS, ,genetically-inspired“ IPSS), der neben Driver-Mutationen und
HMR-Mutationen vor allem auch die Zytogenetik stark gewichtet. Bezlglich der
Vorhersagegenauigkeit war dieser Score vergleichbar mit dem MIPSS70+ [31].

Ein auf kunstlicher Intelligenz (KI) bzw. maschinellem Lernen basierter Score, der
AIPSS-MF (,Artificial Intelligence Prognostic Scoring System for Myelofibrosis®), wurde
von einer Spanischen Forschergruppe modelliert und fullt auf Basisinformationen von

uber 1300 Patient*innen aus 60 spanischen Institutionen. Als individualisierter Score
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hat seine Vorhersage jene von IPSS als auch DIPSS Ubertroffen. Einschrankend ist

jedoch der fehlende Bezug zu genetischen Daten anzumerken [77].

Die genannten Prognosescores wurden fur die fortgeschrittene PMF definiert, mit
Ausnahme des IPSS wurden sie nicht separat fur die praPMF validiert [78]. Fir den
IPSS konnte jedenfalls bestatigt werden, dass dieser Score auch bei Patient*innen mit
praPMF pradiktiv eingesetzt werden kann, eine genaue Unterscheidung zwischen den

.intermediate-risk“ Gruppen 1 und 2 gelang jedoch nicht [40].

Fir asymptomatische Patient*innen mit praPMF in der ,low-risk“ Gruppe wird eine
alleinige Observanz empfohlen [79]. Allerdings konnte an einer kleinen Kohorte
gezeigt werden, dass eine frihe Behandlung mit rekombinantem Interferon alpha
(rIFNa) bei Patient*innen ohne HMR- Mutationen in der ,low risk®- und intermediaren
Gruppe 1 die Entwicklung einer ausgepragten Splenomegalie, Anamie und manifesten
Myelofibrose verzogern kann. Die Art der Driver-Mutation spielte hier keine Rolle,
jedoch unterstreichen die Studienergebnisse die Wichtigkeit der molekularen
Profilierung zum Zeitpunkt der Diagnose, da das Vorhandensein von HMR- Mutationen
einen pradiktiven Parameter fir das Therapieansprechen darstellte [80]. Derzeit wird
die rINFa-Therapie als ,off-label® Option angefuhrt [81]. Patient*innen mit
intermediarem Risiko bendtigen mdglicherweise eine palliative Therapie fur Anamie,
Splenomegalie oder konstitutionelle Symptome. Ruxolitinib sollte bei intermediarem
und hohem Risiko bei behandlungsbeduirftiger Splenomegalie und systemischen
Symptomen in Betracht gezogen werden [82,83]. Sollte nur eine zytoreduktive
Therapie zur Verbesserung der Leukozytose oder Thrombozytose angezeigt sein, ist
das Mittel der ersten Wahl Hydroxyurea [79]. Laut ELN-Empfehlung sollte bei
Vorliegen einer refraktaren, transfusionspflichtigen Anamie, >2% Blasten im PB,
Vorliegen einer Hochrisikozytogenetik, bei Triple-negativer MF oder ASXL 7-Mutation
bereits in der Gruppe mit intermediarem Risiko 1 eine allogene
Stammzelltransplantation (AlloSZT) in Betracht gezogen werden [84]. Eine Langzeit-
Therapie mit Ruxolitinib hat moglicherweise ein gewisses Potential fur eine
Krankheitsmodifikation, in dem es die zunehmende Fibrosierung verzogert oder gar
reduziert. In dieser Studie waren PMF-Patient*innen mit MF 1-3 vertreten, eine
getrennte Auswertung fur die praPMF Patient*innen erfolgte allerdings nicht [85]. Flr
die Hochrisikogruppe unter den praPMF Patient*innen, die etwa 12% ausmacht, ist

das mediane Uberleben mit <5 Jahren vergleichbar mit der Hochrisikogruppe der
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fortgeschrittenen PMF, sodass eine intensiviertere Therapie, wie auch allogene

Stammzelltransplantation in Frage kommt [40,78].

Ein empfohlener Therapie-Algorithmus flr die fortgeschrittene PMF in Abhangigkeit
vom MIPSS v2-Score ist in Abbildung 16 angefuhrt.

Very high risk High Risk Intermediate risk Low risk Very low risk
29 points 5-8 points 3—4 points 1-2 points 0 points
10-yr survival <3% 10-yr survival 10% 10-yr survival 30% 10-yr survival 50% 10-yr survival 86%
Transplant ineligible Transplant eligible —L Symptomatic Asymptomatic
Individualized
approach
Investigational Observation
treatment Allogeneic stem celltransplant Preferred i
option is y
investigational
g freatment
Symptoms-directed
therapy
Otherwize
Anemia without Symptomatic Anemia with . e
symptomatic splenomegaly or splenomegaly or P :g;?f:;fgﬂ‘ Ruxolitinib failures
splenomegaly cytosis, without symptoms
1 anemia
Momelotinib* Pacritinib
First-line:
gens, Danazol, Py Hydroxyurea
Thalidomide, Lenalidomide, ESAs Reazon forchange intreatment
- A i Thrombocytopena Splean
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WMemelotinib®, Pacritinib Ruxolitinib
(poaaibly lower doses)

Momelotinip®  Pacntinib Fedratinib

Abbildung 16: Risikoangepasster Behandlungsansatz bei primarer Myelofibrose unter
Verwendung des MIPSS v2. [86]

3. Hypothese

Zusatzliche Non-Driver Mutationen, vor allem in HMR-Genen, sind eher assoziiert mit
einem hoheren Fibrosegrad. Die Auspragung der Hyperplasie der Megakaryopoese ist
eher abhangig von der Art der Driver-Mutation. Die Morphologie der Megakaryozyten
im Sinne der Lagerung in (lockeren oder dichten) Clustern steht in Zusammenhang mit

dem Vorhandensein oder Fehlen einer Non-Driver Mutation.
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4. Methoden

4.1. Datenerhebung und Parameter

In diese monozentrische retrospektive Studie wurden Patient*innen eingeschlossen,
bei denen im Zeitraum zwischen 01/2013 und 11/2020 am Ordensklinikum Linz
Elisabethinen mittels Knochenmarkbiopsie unter Einbezug der Molekulargenetik
(Nachweis einer Driver-Mutation im JAK2- oder CALR- Gen) die Diagnose einer
praPMF nach WHO-Kriterien 2016 gestellt wurde und die Knochenmarkbiopsie zur
Reevaluation verfiigbar war. Die Patient*innen erhielten Uber zumindest 6 Monate ab
Diagnose eine Interferontherapie. Eingeschlossen wurden insgesamt 29

Patient*innen.

Die Daten wurden aus der elektronischen Krankenakte der Patient*innen enthommen
und in eine Excel-Tabelle pseudonymisiert eingetragen, wobei dieses Vorgehen am
Ordensklinikum Linz mit Standort Barmherzige Schwestern, Institut fir klinische
Pathologie und Molekularpathologie erfolgte. Als Zeitpunkt der Erstdiagnose (ED) der
MPN wurde das Datum der ersten diagnostischen Knochenmarkbiopsie gewahlt. Die
Diagnose wurde anhand der aktuell gultigen WHO-Kriterien 2016 nochmals gepruft
und die archivierten histologischen Schnitte von der Erstdiagnose und den Kontrollen
im Verlauf erneut mikroskopiert und reevaluiert. Als Hauptzielgro3en wurde die
Retikulinfaserfibrose, die Gesamtzellularitdt und die Zellularitdt sowie die
Clusterbildung innerhalb der Megakaryopoese erhoben. Die Art der Driver-Mutation
und das Vorhandensein zusatzlicher Non-Driver Mutationen wurde anhand geeigneter
molekulargenetischer Methoden (PCR und NGS) im Labor fur Molekulargenetische
Diagnostik, Standort Ordensklinikum Linz Barmherzige Schwestern ermittelt. Zum Teil
wurden ausstandige molekulargenetische Daten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
anhand von bereits vorhandenen und noch verfugbaren Blut- oder KM-Proben

nachbestimmt. Fur das Alter der Patient*innen wurde der Median [Range] angegeben.

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Land Oberdsterreich bestatigt und ist
im Einklang mit der Deklaration von Helsinki 1975 (Ethikvotum: 1283/2023).
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4.2. Molekulargenetik

Bei insgesamt 20 Patient*innen erfolgte eine NGS-Untersuchung. Bei 12 Patient*innen
erfolgte diese vor Therapiebeginn zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, 8 Patient*innen
erhielten sie erstmals im spateren Verlauf (Median 95 Monate nach Diagnosestellung,
Range 12-173 Monate). Fur die Auswertung der beiden Kohorten (mit oder ohne Non-
Driver Mutation) wurden auch 4 fur eine Non-Driver Mutation negative Patient*innen
und ein Patient*in mit einer NOTCH7-Mutation unklarer Bedeutung inkludiert, deren
erstmalige NGS-Untersuchung erst nach Diagnosestellung erfolgte. Die Rationale
dahinter war die Annahme, dass Non-Driver Mutationen unter Interferon nicht ganzlich
verschwunden waren und es sich bei der NOTCH7-Variante um eine nicht
krankheitsrelevante Keimbahnvariante handelte.

An Proben aus dem peripheren Blut oder Knochenmarkaspirat wurde die Driver-
Mutation (CALR oder JAK2) nachgewiesen. Fur die JAK2 V617F-Mutation im Exon 14
kam die quantitative PCR (qPCR) zur Anwendung. Mit dieser Allel-spezifischen
TagMan real-time PCR werden die Wildtyp und mutierten DNA-Sequenzen mit einer
Sensitivitat von 0,0001% quantifiziert, wobei der Zahlenwert die Allel-Ratio mutiert zu
wildtyp in % beschreibt. Eine Allel-Ratio von <0,0001% galt somit als negativ. Bei der
CALR-Mutation wurden zwei Mutationsarten im Exon 9 differenziert (Typ |
entsprechend einer 52bp Deletion und Typ Il entsprechend einer 5bp Insertion) und
mittels PCR mit einer Sensitivitat von 1% detektiert. Eine Allel-Ratio <1% wurde als
negativ klassifiziert. Bei dieser Nachweismethode wird die Hotspot-Region mittels PCR
amplifiziert und anschlieBend mit Kapillar-Gelelektrophorese ausgewertet. Das
quantitative Verhaltnis zwischen mutierter und Wildtyp-Bande wird durch Vergleich der
AUC (,Area Under the Curve®) der Spitzenwerte (,Peaks*) bestimmt.

Nach Moglichkeit wurde das Vorhandensein zusatzlicher Non-Driver Mutationen mit
einem myeloischen NGS ,Cancer Panel“ abgeklart. Dieses NGS-Panel beinhaltet 39
Gene, wobei bei den Genen BCOR, CEBPA, CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH?2, JAK2,
NF1, RUNX1, STAG2, TET2, TP53, ZRSR2 die kodierende Sequenz vollstandig
abgedeckt ist, bei den Genen ABL1, ASXL1, BIRC3, BRAF, BTK, CALR, CBL, CXCR4,
FLT3, HRAS, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MPL, MYD88, NOTCH1, NPM1, NRAS,
PLCG2, PTPN11, SETBP1, SF3B1, SRSF2, U2AF1, WT1 nur die Hotspots erfasst
sind. Erfasst werden Punktmutationen sowie kleine Insertionen/Deletionen in den

abgedeckten Target-Bereichen. Die “Library Preparation” erfolgte mittels "Myeloid
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Solution MOKL-v3” (Sophia- Genetics). Die Sequenzierung wurde am ,MiSeqTM
System” von lIllumina durchgefuhrt. Als Cut-off fur Mutationen galt 1% fur ,variante

Reads®, in manchen Regionen aus technischen Griinden 5%.

4.3. Histologie

Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) Knochenmarkbiopsien waren fur alle 29
Patient*innen vom Zeitpunkt der Erstdiagnose verfugbar. Samtliche vorhandene
Schnitte, zumindest aber jeweils die HE- und die NACE-Farbung, die Versilberung
nach Gomori und je eine Immunhistochemie mit Antikbrper gegen CD42b (Darstellung
der Megakaryopoese) und gegen CD71 (Darstellung der Erythropoese) wurden fur
jeden Fall pseudonymisiert und in Bezug auf klinische und molekulargenetische Daten
verblindet reevaluiert. Anhand der HE- und NACE-Farbung wurde nochmals die
typische Histomorphologie der praPMF mit gesteigerter Granulopoese Uberpruft,
anhand der CD71-Immunhistochemie die verhaltnismaflig reduzierte Erythropoese
dargestellt. Die Gesamtzellularitdt wurde anhand der HE-Farbung in altersbezogen
gering-, mittel- und hochgradige Hyperzellularitat eingeteilt. Die Versilberung nach
Gomori diente zur Graduierung der Myelofibrose in einer Skala von 0 bis 1 gemal den
europaischen Konsensuskriterien [19]. Die Megakaryopoese wurde mittels CD42b-
Immunhistochemie evaluiert und mit mittel- oder hochgradig hyperplastisch bewertet,
zusatzlich die Tendenz zur Ausbildung von lockeren, dichten oder gemischten,

lockeren und dichten, Clustern notiert.

4.4. Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde in Python durchgefuhrt unter Verwendung der Open
Source-Software SciPy v1.10.1 und des Moduls SciPy.stats.

Im Fall von nominalen Parametern mit zwei Auspragungen (dichotome Parameter)
wurde der Exakte Test nach Fisher, fur alle anderen (mit mehr Auspragungen) der Chi-
Quadrat-Test angewandt.

Fir die Korrelationsanalysen wurden flir Zusammenhange zwischen histo-
morphologischen Parametern und molekularen Markern (rein nominelle Variablen)

Kontingenzkoeffizienten (Cramers V, Tschuprow T, Pearson) berechnet.
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Es erfolgte keine Adjustierung des Alphafehlerniveaus fur multiples Testen, somit sind
samtliche statistischen Aussagen rein deskriptiv. Ein p-Wert < 0,05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.

5. Ergebnisse

5.1. Patient*innenkollektiv

In dem 29 Patient*innen umfassenden Kollektiv waren 14 weiblich (48,3%) und 15
mannlich (51,7%) mit einem Geburtsjahr zwischen 1939 und 1989. Das mediane Alter
bei Erstdiagnose (ED) lag bei 55,07 Jahren, die jingste Patient*in war 23,2, die alteste
74,89 Jahre.

Flnfzehn Patient*innen (51,7%) waren JAK2 V617F-mutiert, 14 CALR-mutiert
(48,3%), Patient*innen mit MPL-Mutation oder ,triple- negative“ Falle waren in dem
Kollektiv ausgeschlossen, da hier keine PCR zur Verlaufsbestimmung des
molekularen Ansprechens verfugbar war. Die CALR Typ1 Mutation (52bp Deletion)
war mit 10/14 Fallen (71%) haufiger als die CALR Typ2 Mutation (5bp Insertion) (siehe
Abbildung 17).

Eine NGS-Untersuchung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung war bei 12 Patient*innen
verfligbar (41,4%), im Verlauf der Erkrankung erfolgte bei 13 Patient*innen (44,8%)
eine (erstmalige oder erneute) NGS-Testung, die zwischen 16 und 163 Monaten nach
Erstdiagnose erfolgte. Doppel- oder Mehrfachtestungen mittels NGS erfolgten bei 5
Patient*innen (17,2%). Von 17 Patient*innen (58,6%) war kein NGS zum Zeitpunkt der
ED verfugbar, in 8 Fallen davon erfolgte jedoch eine NGS-Untersuchung zu einem
spateren Zeitpunkt, von denen 4 keine zusatzlichen Non-Driver Mutationen zeigten.
Eine zeigte eine vermutlich nicht relevante Keimbahnvariante im NOTCH1-Gen. Von

9 Patient*innen war zu keinem Zeitpunkt eine NGS-Untersuchung verflgbar.

Insgesamt konnte bei 13 von gesamt 20 NGS- getesteten Patient*innen (65%) eine
oder mehrere Non-Driver Mutationen nachgewiesen werden, die 8 verschiedene Gene
umfassten (ASXL1, CBL, DNMT3A, EZH2, NF1, RUNX1, TET2, ZRSR2). TET2-
Mutationen stellten mit 6 betroffene Patient*innen die haufigste Non-Driver Mutation

dar, wobei es sich um stets unterschiedliche Varianten handelte, die zumeist
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pathogene Frameshift- oder Nonsense-Mutationen darstellten. Bei einer Person waren
zwei unterschiedliche TET2-Varianten zu finden. Drei Patient*innen wiesen DNMT3A-
Mutationen auf, die tUbrigen Gene waren bei je einer Person mutiert, ASXL7 war mit
zwei Varianten bei einer Person vertreten. Bei zwei Patient*innen zeigten sich Ko-

Mutationen in jeweils zwei verschiedenen Genen.

Von den 12 bei ED getesteten Personen wiesen 8 (66,7%) eine Non-Driver Mutation
auf. Schliel3t man auch die erstmals im Verlauf fur eine Non-Driver Mutation getestete
und negative Patient*innen mit ein, so wurden 8/17 (47,1%) mit zusatzlicher Non-
Driver Mutation und 9/17 (52,9%) mit alleiniger Driver-Mutation diagnostiziert. Drei
Patient*innen wurden mit einer Non-Driver Mutation im Verlauf diagnostiziert, bei
denen jedoch offenbleiben musste, ob diese bereits zum Erkrankungsbeginn
vorhanden war oder aber erst im Verlauf akquiriert wurde. Zwei dieser drei
Patient*innen wiesen je zwei pathogene Non-Driver Mutationen (2xASXL1 bzw. TET2
und DNMT3A) auf und erlitten einen Krankheitsprogress mit Ubergang in eine
fibrotische PMF, beide Patient*innen wiesen eine CALR Typ1 Driver-Mutation auf.
Zwei Patient*innen, bei denen bei ED noch keine Non-Driver Mutation nachzuweisen
war, zeigten im Verlauf eine solche im Sinne eines somatischen Zugewinns bzw.

Entwicklung eines Subklons.

Bezlglich der histomorphologischen Veranderungen im Knochenmark bei ED waren
18 Patient*innen (62,1%) frei von jeglicher Fibrose (Retikulinfaserfibrose Grad 0 = MF
0), 11 Falle (37,9%) wurden als geringe diffuse Retikulinfaserfibrose Grad 1 = MF 1
klassifiziert. Die meisten Patient*innen waren mittelgradig hyperzellular (n=20 bzw.
69%), wenige hochgradig (n=6 bzw. 20,7%) und einzelne (n=3 bzw. 10,3%)
geringgradig hyperzelluladr. Eine hochgradige Hyperplasie der Megakaryopoese war
bei 9 (31%) und eine mittelgradige bei 20 Patient*innen (69%) zu erkennen. Die
Megakaryozyten tendierten in den meisten Fallen zur Ausbildung von gemischten,
lockeren und dichten Clustern (n=22 bzw. 55,2%), 6 Patient*innen (20.7%) hatten
ausschlie3lich dichte und 7 Patientinnen ausschliel3lich lockere Cluster (24,1%). Von
16 Patient*innen lagen sequenzielle KM-Biopsien vor, von denen im
Beobachtungszeitraum vier eine Krankheitsprogression mit Ubergang in eine
fortgeschrittene PMF entwickelten (héhergradige Fibrose im Krankheitsverlauf). Drei

dieser vier Patient*innen wiesen sehr zellreiche, vorwiegend dichte Cluster bei
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Erstdiagnose auf, was den Stellenwert der megakaryozytaren Proliferation bei der

Fibrosebildung unterstreicht.

praPMF Driver-Mutationen n=29

13,8%

= JAK2 = CALRTypl = CALRTyp2

Abbildung 17: Anteil der unterschiedlichen Driver- Mutationen im Gesamtkollektiv

In Tabelle 5 sind die Charakteristika der Patient*innen bei ED mit den entsprechenden
molekulargenetischen und histomorphologischen Parametern zusammenfassend

dargestellt.

Tabelle 5: Patient*innencharakteristika bei Erstdiagnose

Gesamtkollektiv n=29 (%)
Mannlich / weiblich 15/14 (51,7/48,3)
Alter, Median [Range] 55,07 [23,2-74,89]
JAK2 15 (51,7)
CALR 14 (48,3)

CALR Typ1 10 (34,5)

CALR Typ2 4(13,8)
Non-Driver Mutation (NGS bei 20) 13 von 20 (65)

HMR-Varianten 2 (10)
Fibrosegrad

MF 0 18 (62,1)

MF 1 11 (37,9)
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Hyperzellularitat

hochgradig 6 (20,7)

mittelgradig 20 (69)

geringgradig 3(10,3)
Hyperplasie der Megakaryopoese

hochgradig 9 (31)

mittelgradig 20 (69)
Cluster in der Megakaryopoese

dicht 6 (20,7)

locker 7 (24,1)

locker & dicht 16 (55,2)

CALR (Calretikulin), JAK2 (Januskinase 2), HMR (hohes molekulares Risiko), MF (Myelofibrose)

5.2. Spektrum molekulargenetischer Mutationen

Bei der Driver-Mutation im JAK2-Gen handelte es sich in unserem Kollektiv
ausschlieBlich um die pathogene Hotspot Mutation ¢.1849G>T mit
Aminosaureanderung p.(Val617Phe), die Allelfrequenzen lagen bei ED median bei
8,7% (Range 3,1-31%). Die Varianten im CALR-Gen stellten die beiden in der
Fachliteratur am haufigsten beschriebenen pathogenen Hotspot-Mutationen im Exon
9 dar, ¢.1099_1150del mit Aminosaureanderung p.(Leu367ThrfsTer46) (Typ 1) mit
einer medianen VAF von 21,5% (Range 2,2-35%) sowie ¢.1155_1156insTGTCG mit
Aminosaureanderung p.Glu386Cysfs*46 (Typ 2) und einer medianen VAF von 20%
(Range 12- 27%).

Samtliche im Beobachtungszeitraum nachgewiesene Non-Driver Mutationen - mit
Ausnahme der vermutlich nicht relevanten Keimbahnvariante im NOTCH17-Gen - sind
mit genauer Beschreibung der Variante in der kodierenden Sequenz, der
Aminosaureanderung auf Proteinebene und der Allelfrequenz in Tabelle 6 aufgelistet.
Wenn nicht anders angeflhrt handelt es sich um pathogene Varianten. Bei den ersten
8 angefuhrten Fallen waren die Mutationen bei ED nachzuweisen, die folgenden drei
Falle wurden 54 bis 163 Monate nach ED identifiziert (ohne verfugbarem NGS bei ED),

die letzten beiden stellen neue, im Verlauf akquirierte Mutationen dar.
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Tabelle 6: Charakterisierung der somatischen Non-Driver Mutationen im Gesamt-

kollektiv
Pat.ID Gen Variante Aminosdurednderung | VAF % Art und
Interpretation
ID 4 ZRSR2 c.872G>A p.(Trp291%) 56,8 non sense
ID5 DNMT3A c.886G>T p.(Val296Leu) 29 wahrscheinlich
pathogen
ID6 NF1 c.1721+1G>A nicht codierend 24 splice site Region
ID9 TET2 c.1279_1282del | p.(Asn427ValfsTer4) 2,8 frameshift
TET2 c.4609C>T p.(GIn1537Ter) 1,5 wahrscheinlich
pathogen
ID 10 EZH2 c.2084C>T p.(Ser695Leu) 29 wahrscheinlich
pathogen
ID 13 TET2 c.4481C>G p.Ser1494* 25,7 non sense
ID 17 TET2 c.1870del p.(Thr624GinfsTer15) 1,1 frameshift
ID 26 TET2 c.5274 _5275dup | p.(Pro1759Hisfs*5) 2 frameshift
ID 12 ASXL1 €.1934dupG p.(Gly646TrpfsTER12) | 20,8
ASXL1 c.2468del p.(Leu823TER) 1,3 wahrscheinlich
pathogen
ID 14 DNMT3A ¢.1238dupG p.(Phe414Leufs*7) 2,4 frameshift
TET2 c.5707del p.(GIn1903Serfs*5) 24 frameshift
ID 20 TET2 ¢.5567_5579del | p..(Asp1856GlyfsTer27) | 14,1 wahrscheinlich
pathogen
ID 3 RUNX 1 c.619C>T p.(Arg207Trp) 1,1 wahrscheinlich
pathogen
ID 21 CBL c.1151G>C p.(Cys384Ser) 59
DNMT3A €.2206C>T p.(Arg736Cys) 1,1 wahrscheinlich

pathogen

ID (Identifikationsnummer), VAF (Variante Allelfrequenz), Pat. (Patient*in), CALR (Calretikulin), JAK2
(Januskinase?2)

ID 4, 5, 12, 20, 21: Driver-Mutation CALR Typ 1

ID 3, 6,9, 10, 13, 14, 17, 26: Driver-Mutation JAK2

ID 4, 5, 6,9, 10, 13, 17, 26: Non-Driver Mutationen bei Erstdiagnose (ED)

ID 12, 14, 20: Non-Driver Mutationen im Krankheitsverlauf, kein Next-Generation-Sequencing (NGS) bei ED

ID 3, 21: neu aufgetretene Non-Driver Mutation im Krankheitsverlauf, keine Non-Driver Mutation bei ED
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5.3. Charakterisierung histologischer Parameter und Einfluss von Driver-
und Non-Driver Mutationen auf das histomorphologische Bild

In Tabelle 7 sind die generellen und insbesondere histomorphologischen
Charakteristika der beiden Kohorten (keine Non-Driver Mutation entsprechend Kohorte
D versus nachgewiesene Non-Driver Mutation entsprechend Kohorte ND)

gegenubergestellt.

Hierbei wird ersichtlich, dass das Patient*innenalter bei ED in der Kohorte ND deutlich
hoher war als in der Kohorte D (Median 62,69 versus 47,77 Jahre). Bei einem p-Wert
von 0,008 liegt ein bedeutsamer Unterschied vor, was bedeutet, dass die
Nullhypothese (namlich, dass das Alter von der Kohorte nicht beeinflusst wird)

verworfen werden muss.

Eine geringgradige Fibrose (MF 1) war bei der Kohorte ND statistisch nicht bedeutsam
haufiger zu beobachten als in der Kohorte D (25% vs. 11,1%, Odds Ratio OR = 2,66,
p = 0,576). Betrachtet man alle 20 Patient*innen mit im gesamten
Beobachtungszeitraum durchgefihrtem NGS (also inklusive auch jener Patient*innen,
wo kein NGS bei Erstdiagnose, sondern erst spater gemacht wurde) so fanden sich in
der Gruppe ND (n=13) 9 Falle mit MF 0 und 4 mit MF 1 und in der Gruppe D (n=7) 6
Falle mit MF 0 und 1 Fall mit MF 1 (OR 2,66, p= 0,612).

Eine hochgradige Hyperzellularitat kam statistisch nicht bedeutsam haufiger in der
Kohorte ND vor (2/8 Pat.), wahrend eine nur geringgradige Hyperzellularitat lediglich
bei alleinigem Nachweis einer Driver-Mutation zu verzeichnen war (1/9 Pat.), (p =
0,319).

Dichte Megakaryozyten-Cluster waren deutlich haufiger bei zusatzlicher Non-Driver
Mutation zu finden im Vergleich zur Kohorte D (37,5 vs. 0%) (p= 0.084).

Die Auspragung der Hyperplasie der Megakaryopoese (mittel- oder hochgradig
gesteigert) war nicht durch das Vorhandensein von Non-Driver Mutationen beeinflusst
(p=0,547).

Seite 36|62



Tabelle 7: Kohortenvergleich der histomorphologischen Parameter

Non- Driver Mutation

nicht nachgewiesen nachgewiesen P-Wert
Kohorte D Kohorte ND
Gesamt 9 (52.9%) 8 (47.1%)
Geschlecht
weiblich 5 (55.6%) 5 (62.5%) 0.457
mannlich 4 (44.4%) 3 (37.5%)
Alter (Jahre)

Median [Range]
Fibrose bei Erstdiagnose
0
1
Fibrose im Krankheitsverlauf
0
1
2
nicht untersucht
Hyperzellularitat
gering
mittel
hoch
Megakaryozyten Cluster
locker
gemischt
dicht
Megakaryozyten Hyperplasie
mittel
hoch
Driver Mutation
JAK 2
CALR Typ1
CALR Typ2

47.77 [30.67-68.87]

8 (88.9%)
1 (11.1%)

3 (33.3%)
3 (33.3%)
1 (11.1%)
2 (22.2%)

2 (22.2%)
6 (66.7%)
1(11.1%)

3 (33.3%)
6 (66.7%)
0 (0.0%)

7 (77.8%)
2 (22.2%)

4 (44.4%)
4 (44.4%)
1 (11.1%)

62.69 [62.92-70.87] 0.008

6 (75%)
2 (25%)

1(12.5%)
1(12.5%)
1(12.5%)
5 (62.5%)

0 (0.0%)
6 (75%)
2 (25%)

3 (37.5%)
2 (25%)
3 (37.5%)

7 (87.5%)
1(12.5%)

6 (75%)
2 (25%)
0 (0.0%)

0.576

0.356

0.319

0.084

0.547

0.365

D (Driver-Mutation), ND (Non-Driver Mutation), CALR (Calretikulin), JAK2 (Januskinase 2)
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Tabelle 8 zeigt die unterschiedlichen Non-Driver Mutationen in Bezug auf die Driver-
Mutationen. Die haufigste Non-Driver Mutationen war mit 5 Fallen die TET2-Mutation
bei JAK2-mutierter praPMF, wahrend bei CALR Typ1 Mutationen die DNMT3A-
Mutation mit zwei Fallen am haufigsten vorkam. Keine weitere somatische Mutation
war bei dem einzigen NGS-getesteten CALR Typ2 mutierten Fall nachzuweisen. Die
beiden nachgewiesenen HMR-Varianten (ASXL1 und EZHZ2) waren bei je einer
Patient*in mit JAK2 bzw. CALR Typ1 Mutation feststellbar.

Tabelle 8: Somatische Non-Driver Mutationen in Bezug auf Driver-Mutationen

Driver- TET2 | EZH2 | ZRSR2 | DNMT3A | ASXL1 | CBL | RUNX1 NF1
Mutation

JAK2 5 1 0 1 0 0 1 1
(n=15)

CALR 1 0 1 2 1 1 0 0

Typ1
(n=10)

CALR 0 0 0 0 0 0 0 0

Typ2
(n=4)

CALR (Calretikulin), JAK2 (Januskinase 2)

Tabellen 9.1 und 9.2 listen Patient*innencharakteristika in Abhangigkeit von der Art
der Driver-Mutation auf, erstere unter Gegenuberstellung von CALR und JAK2,

zweitere mit zusatzlicher Unterscheidung von CALR Typ1 und CALR Typ2 Mutationen.

Statistisch auffallig war das Ergebnis fur einen Zusammenhang zwischen Hyperplasie
der Megakaryopoese (mittel- versus hochgradige Hyperplasie) und den Driver-
Mutationen CALR (bzw. CALR Typ1 und CALR Typ2) und JAKZ2 (p= 0,003 bzw. 0,009).
Eine mittelgradige Hyperplasie der Megakaryopoese war bedeutend haufiger bei
JAK2-Mutation zu finden, im Gegensatz hierzu war eine hochgradige Hyperplasie
auffallig haufiger bei CALR-Mutation und hier insbesondere bei CALR Typ2-Mutation

zu finden.

JAK2-mutierte Falle zeigten haufiger eine Assoziation mit Non-Driver Mutationen (40%

vs. 14,3%) als CALR-mutierte; der Unterschied war aber statistisch nicht bedeutsam.
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Eine geringgradigen Fibrose (Grad 1) bei Erstdiagnose zeigte sich haufiger bei
Patient*innen mit CALR-Mutation als bei Patient*innen mit JAK2-Mutation (50% vs.
26,7%; p=0,196). Drei der sieben Patient*innen mit MF1 zeigten eine Non-Driver
Mutation (DNMT3A bei Diagnose, ASXL1 bzw. TET2 im Verlauf). Bei den 4 anderen
Fallen wurde keine NGS-Untersuchung durchgefihrt.

Dichte Megakaryozyten-Cluster waren etwas haufiger bei CALR- als bei JAKZ2-
Mutation zu finden, was aber statistisch nicht auffallig war (28,6 vs. 13,3%, p= 0,599).

Tabelle 9.1: Krankheitscharakteristika in Abhangigkeit von der Art der Driver-Mutation
(CALR vs. JAK2)

CALR JAK2 P-Wert
Gesamt 14 (48.3%) 15 (51.7%)
Geschlecht
weiblich 6 (42.9%) 7 (46.7%) 0.837
mannlich 8 (57.1%) 8 (563.3%)
Alter (Jahre), Median [Range] 51.36 [23.2-73.33] 59.04 [41.89-74.89] 0.135
Fibrose bei Erstdiagnose
0 7 (50.0%) 11 (73.3%) 0.196
1 7 (50.0%) 4 (26.7%)
Fibrose im Krankheitsverlauf
0 2 (14.3%) 2 (13.3%) 0.646
1 4 (28.6%) 4 (26.7%)
2 3(21.4%) 1(6.7%)
nicht untersucht 5 (35.7%) 8 (53.3%)
Zellularitat
gering 1(7.1%) 1(6.7%) 0.993
mittel 10 (71.4%) 11 (73.3%)
hoch 3 (21.4%) 3 (20.0%)
Megakaryozyten Cluster
locker 3 (21.4%) 4 (26.7%) 0.599
gemischt 7 (50.0%) 9 (60.0%)
dicht 4 (28.6%) 2 (13.3%)
Megakaryozyten Hyperplasie
mittel 6 (42.9%) 14 (93.3%) 0.003
hoch 8 (57.1%) 1(6.7%)
Non-Driver Mutation
nein 5 (35.7%) 4 (26.7%) 0.299
ja 2 (14.3%) 6 (40.0%)
nicht untersucht 7 (50.0%) 5 (33.3%)

CALR (Calretikulin), JAK2 (Januskinase 2)
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Tabelle 9.2.: Krankheitscharakteristika in Abhangigkeit von der Driver-Mutation unter
zusdétzlicher Unterscheidung CALR Typ1 und CALR Typ2 Mutationen

CALR Typ 1 CALR Typ 2 JAK2 P-Wert
Gesamt 10 (34.5%) 4 (13.8%) 15 (51.7%)
Geschlecht
weiblich 5 (50.0%) 1 (25.0%) 7 (46.7%) 0.682
mannlich 5 (50.0%) 3 (75.0%) 8 (53.3%)
Alter (Jahre), Median [Range] 51.58 [23.20-73.33] 50.82 [32.58-68.19] 59.04 [41.89-74.89] 0.333
Fibrose bei Erstdiagnose
0 4 (40.0%) 3 (75.0%) 11 (73.3%) 0.206
1 6 (60.0%) 1 (25.0%) 4 (26.7%)
Fibrose im Krankheitsverlauf
0 2 (20.0%) 0 (0.0%) 2 (13.3%) 0.390
1 3 (30.0%) 1 (25.0%) (26 7%)
2 3 (30.0%) 0 (0.0%) 1(6.7%)
nicht untersucht 2 (20.0%) 3 (75.0%) 8 (53.3%)
Zellularitat
gering 1 (10.0%) 0 (0.0%) 1(6.7%) 0.976
mittel 7 (70.0%) 3 (75.0%) 11 (73.3%)
hoch 2 (20.0%) 1 (25.0%) 3 (20.0%)
Megakaryozyten Cluster
locker 3 (30.0%) 0 (0.0%) 4 (26.7%) 0.599
gemischt 4 (40.0%) 3 (75.0%) 9 (60.0%)
dicht 3 (30.0%) 1 (25.0%) 2 (13.3%)
Megakaryozyten Hyperplasie
mittel 5 (50.0%) 1 (25.0%) 14 (93.3%) 0.009
hoch 5 (50.0%) 3 (75.0%) 1(6.7%)
Non-Driver Mutation
nein 4 (40.0%) 1 (25.0%) 4 (26.7%) 0.422
ja 2 (20.0%) 0 (0.0%) 6 (40.0%)
nicht untersucht 4 (40.0%) 3 (75.0%) 5 (33.3%)

CALR (Calretikulin), JAK2 (Januskinase 2)

6. Diskussion

Das Hauptziel dieser Studie zur praPMF war, zu untersuchen, ob in einer nach WHO
2022 klassifizierten, gut charakterisierten Kohorte ein Zusammenhang zwischen dem
Mutationsprofil ~ (Driver-Mutation und  Non-Driver = Mutationen) und der
Histomorphologie besteht. Grundsatzlich hat die NGS-Untersuchung in den letzten
Jahren fur eine fundierte Risiko- bzw. Prognoseabschatzung der MPN zunehmend an
Bedeutung gewonnen wund ist von einer umfassenden Diagnostik sowie
Risikobewertung nicht mehr wegzudenken [69]. Auch die Histomorphologie hat nach
wie vor einen hohen Stellenwert, der u.a. begrundet istin der Definition der Erkrankung
[7,22], der klinisch relevanten Abgrenzung zur ET [46] und der Bestimmung des
Fibrosegrades [19,48,87]. Ob die Histologie nun auch indirekte Hinweise auf das

Vorliegen einer bestimmten Driver-Mutation und eventuellen weiteren somatischen
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Non-Driver Mutation erbringen kann, was im Falle einer fehlenden Verfligbarkeit einer
NGS-Untersuchung - beispielsweise in einkommensschwachen Landern (,low income

countries®) - relevant ware, ist Gegenstand dieser Arbeit.

Das mediane Alter unserer Patient*innenkohorte lag bei Diagnosestellung bei 55,07
Jahren (Range 23,3-74,89), was gut vergleichbar ist mit publizierten Daten in einem
deutlich groReren praPMF-Kollektiv (Median 56,6 Jahre, Range 18.0-90.3) [40].

Die Inzidenz von Driver-Mutationen bei praPMF wird in der Fachliteratur fur JAK2 mit
59 - 67,2%, fuir CALR mit 18 - 26% und fur MPL mit 3 - 4,7% angegeben. ,Triple-
negative“ Falle machen 10,1-11% der praPMF-Falle aus [40,71]. In unserer Kohorte
waren CALR-Mutationen mit 48,3% (34,5% Typ 1 und 13,8% Typ 2) im Vergleich zu
JAK2 mit 51,7% annahernd gleich haufig reprasentiert, wobei zu berucksichtigen ist,
dass in unserem Kollektiv Patient*innen mit MPL- Mutationen oder ohne Driver-
Mutation (,triple negativ®) ausgeschlossen wurden, da keine molekularen
Verlaufskontrollen mdglich sind. Unter den CALR-mutierten war die CALR Typ1
Mutation gegenuber der CALR Typ2 Mutation bedeutend haufiger (Anteil am
Gesamtkollektiv 34,5% vs.13,8%, siehe Tabelle 5 und Abbildung 17). Das haufigere
Vorkommen der CALR Typ1 Mutation wird auch in einer grof3en italienischen Kohorte
beschrieben, in der unter 278 praPMF Patient*innen 12,2% eine CALR Typ1 und 5,8%
eine CALR Typ2 Mutation aufwiesen [40].

Studien haben gezeigt, dass die abnorm proliferierte Megakaryopoese bei PMF nicht
durch eine UbermaRige Proliferation reifer Megakaryozyten, sondern durch eine
abnorme Differenzierung friher multipotenter Stammzellen bedingt ist [88,89]. Auf
zellularer und molekularer Ebene konnte basierend auf Einzelzellanalyse das Gen-
Expressionsprofil, das die Proliferation der Megakaryopoese vorantreibt, beschrieben
werden. Die Uberexpression von Megakaryozyten-assoziierten Genen ist signifikant
hoher in Zellen eines JAK2 V617F- mutierten Klons als ohne diese Driver-Mutation.
Eine Hemmung dieser abnormen Megakaryozytenproliferation Uber Klon- spezifische

Targets kdnnte in Zukunft ein therapeutischer Ansatz sein [89].

Die Auspragung der Hyperplasie der Megakaryopoese korrelierte in unserer Arbeit
statistisch auffallig mit der Art der Driver-Mutation (p=0,003); mit einer Ausnahme
zeigten alle JAK2-mutierten Falle (93,3%) eine mittelgradige Hyperplasie der
Megakaryopoese, wahrend CALR Typ2 Mutationen Uberwiegend (75%) und CALR

Typ1 Mutationen in hohem Anteil (50%) mit einer hochgradigen Hyperplasie der
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Megakaryopoese assoziiert waren. Dass bevorzugt die CALR- Mutation zu einer
betonten Hyperplasie der Megakaryopoese fuhrt, ist in Einklang mit dem klinischen
Phanotyp einer betonten Thrombozytose. So ist die Assoziation von CALR-Mutationen
mit hdheren Thrombozytenwerten bei BCR::ABL1-negativen MPNs in der Fachliteratur
gut beschrieben [64,90,91]. Dem zugrunde liegt die Aktivierung des Thrombopoetin-
Rezeptors infolge der CALR-Mutation [23,92]. In einer Untersuchung zur ET zeigten
CALR Typ2 im Vergleich zu CALR Typ1 mutierten Falle eine etwas hohere mediane
Thrombozytenzahl (1110 vs. 1001x10%L) [90].

Megakaryozyten sind durch die Freisetzung profibrotischer Zytokine und
Wachstumsfaktoren als eine der wichtigsten =zellularen Triebkrafte in der
Fibroseentstehung bekannt [88]. In unserer Kohorte war eine geringgradige Fibrose
(Grad 1) bei Erstdiagnose haufiger bei Patient*innen mit CALR-Mutation als bei
Patient*innen mit JAK2-Mutation (50% vs. 26,7%; p=0,196) zu finden. Drei der vier im
Beobachtungszeitraum in eine PMF progredienten Falle waren CALR-mutiert. Auch in
einer chinesischen Studie wiesen CALR-mutierte MPN eine vermehrte Fibrose auf
[93].

Die Megakaryopoese nimmt bei der histopathologischen Diagnosestellung einer MPN
und insbesondere PMF einen hohen und insbesondere auch diagnostischen
Stellenwert ein [7,22]. Eine rezente Ubersichtarbeit widmet sich der Morphologie
BCR::ABL1-negativer MPNs, in der detaillierter auf die Zellularitat, die Verteilung der
einzelnen Kompartimente der Hamatopoese, die Quantitdt und Lagerung der
Megakaryozyten sowie die Fibrose eingegangen wird. Der Fokus ist jedoch auf die
diagnostische Unterscheidung der Entitaten untereinander gerichtet, es wird kein
Bezug auf die Driver- und Non-Driver Mutationen genommen. Dass die
Megakaryopoese u.a. ein entscheidendes Merkmal in der Unterscheidung zwischen
praPMF und ET ist, wird anhand der umfassenden Charakterisierung dieser Zellreihe
(Lokalisation, dichte Cluster, Atypien, Grol3e, nackte Zellkerne, Kern/Zytoplasma-

Ratio, Kernlobulierung, Kernchromatin) auch in dieser Studie deutlich [94].

Drei Arbeiten einer britischen Forschergruppe, die sich ebenfalls speziell mit der
Morphologie der Megakaryopoese bei MPN beschaftigten, bedienten sich zur
besseren Objektivierbarkeit der morphologischen Veranderungen der Anwendung von
maschinellem Lernen und klnstlicher Intelligenz [50,95,96]. So konnte ein
automatisiertes Computer- Modell 9 verschiedene zytomorphologische Subtypen
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unterscheiden, zusammen mit der topographischen Verteilung (Tendenz zur
Clusterbildung, Dichte und GroRe der Cluster) wurde dadurch eine bessere
Zuordenbarkeit der MPN-Falle (PV, ET, PMF inkl. sekundare MF) und eine bessere
Abgrenzung zu reaktiven Fallen mdglich. Zudem konnte in dieser Studie eine
statistisch signifikante Assoziation von zytomorphologischen Subtypen mit dem Driver-
Mutationsstatus gefunden werden. Beispielsweise waren kleine Megakaryozytenkerne
in der CALR-mutierten Gruppe signifikant unterreprasentiert. PraPMF Patient*innen
waren in diesem Kollektiv jedoch nicht enthalten [95]. Unter Einbezug der
Zellumgebung bzw. Gewebetopologie konnten mit Hilfe von komplexen neuronalen
Graphnetzwerken die MPN-Subtypen untereinander rein auf Basis der

Megakaryozytenpopulation identifiziert werden [96].

Nach umfassender Recherche sind nur zwei weitere Studien publiziert, die sich dem
Zusammenhang zwischen histomorphologischen Charakteristika der Mega-
karyopoese in MPN und dem molekularen Profil — und hier bevorzugt bezogen auf den
Driver-Mutationsstatus — widmeten [91,93]. Eine davon ist eine chinesische
Untersuchung, die u.a. je 37 praPMF- und PMF-Patient*innen enthielt. CALR-mutierte
praPMF und PMF wiesen vermehrt dichte Cluster und sehr groRRe
Megakaryozytenformen auf. CALR-mutiete MPN generell zeigten sich u.a.
charakterisiert durch vermehrte lockere und dichte Cluster sowie eine vermehrte
Fibrose [93]. In der zweiten Studie wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Megakaryozytenmorphologie und der Retikulinfaserfibrose zwischen den
unterschiedlichen, nach Driver-Mutationsstatus aufgeteilten Subgruppen, gefunden
[91]. In unserer Arbeit waren dichte Megakaryozytencluster etwas haufiger bei CALR-
als bei JAK2-Mutation zu finden. Generell haben wir den Fokus bei unserer Studie
weniger auf die Zytomorphologie als auf die Lagerung der Megakaryozyten (Dichte der
Cluster), die Auspragung der Hyperplasie der Megakaryopoese sowie die
Charakterisierung der Non-Driver Mutationen gelegt. Dies ist begrindet durch die
bekannte Interobserver-Variabilitat, die insbesondere bei morphologischen
Parametern wie beispielsweise Grdlie und Dysplasiezeichen der Megakaryozyten zu
tragen kommt [97,98].

Dass das Alter bei Erstdiagnose einer MPN eine Rolle spielt, ist durch die gut in der
Fachliteratur beschriebene, altersabhangige klonale Hamatopoese als Risikofaktor fur

die Entwicklung myeloischer Neoplasien bekannt. So sind somatische Mutationen bei
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unter 40-Jahrigen selten, wahrend beispielsweise 70-79- Jahrige in 9,5% und > 90-
Jahrige bereits in 18,4% klonale Mutationen aufweisen. Die haufigsten rekurrent
mutierten Gene bei zunehmendem Alter finden sich in DNMT3A, TET2, and ASXL1
[99]. In einer ganz rezent publizierten Studie zur molekularen Landschaft der MPN und
insbesondere der fibrotischen PMF konnte gezeigt werden, dass zunehmendes Alter
mit der gesteigerten Inzidenz von Non-Driver Mutationen korreliert und HMR-Gene
haufiger und die VAF hoher bei alteren Patient*innen war [100]. Unsere Studie zeigte,
dass das mediane Alter bei ED in der Kohorte mit Non-Driver Mutationen deutlich
héher war (p=0,008).

Keine bedeutsamen Unterschiede zwischen den Kohorten ND und D ergaben sich in
unserer Studie fur das Auftreten einer geringgradigen Fibrose (MF 1) und einer
hochgradigen Hyperzellularitat im Knochenmark. Eine geringgradige Hyperzellularitat
war lediglich bei alleinigem Nachweis einer Driver-Mutation zu verzeichnen. Die
morphologische Variable, die sich deutlich haufiger in der Kohorte mit Non-Driver
Mutationen zeigte, waren dichte Megakaryozyten-Cluster. Flr diese Beobachtungen
betreffend die Histomorphologie bei praPMF in Abhangigkeit vom Mutationsstatus (mit
oder ohne zusatzliche Non-Driver Mutationen) sind nach ausfiihrlicher Recherche

bislang keine publizierten Daten vorhanden.

Die in unserer Studie nachgewiesenen Non-Driver Mutationen sind in der Fachliteratur
gut beschrieben. Mutationen im TET2-Gen waren mit sechs Fallen in unserem
Kollektiv die haufigsten (finf davon bei JAK2-, eine bei CALR Typ1 Mutation), gefolgt
von DNMT3A-Mutationen (zwei bei CALR Typ1 und eine bei JAK2-Mutation). Es gibt
zahlreiche Publikationen, die den Einfluss der Non-Driver Mutationen auf die Prognose
beschreiben [30,31,33,40,71,75,100-102]. Mutationen im TET2-Gen wurden 2009 in
einer grof3en Studie bei verschiedensten myeloischen Neoplasien beschrieben. Die
Haufigkeit bei MPN wurde mit etwa 12% (24/198 Patient*innen) angegeben [103]. In
einer rezenten Arbeit einer spanischen Forschergruppe wiesen 22% von gesamt 312
PMF-Patient*innen eine TET2-Mutation auf, damit war die TET2-Mutation nach der
ASXL1- Mutation (34%) die zweithaufigste Non-Driver Mutation bei fortgeschrittener
PMF [104]. Zu einem vergleichbaren Ergebnis kam eine koreanische Studie, die auch
die praPMF-Gruppe separat untersuchte und hier die TET2-Mutation als haufigste
Non-Driver Mutation (17,5%) gefolgt von SF3B1- und DNMT3A-Mutationen (je 10%)

aufzeigen konnte. [105]. TET2-Mutationen kdnnen bereits in unreifen Progenitorzellen
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vorkommen und durften somit haufig ein frihes molekulares Ereignis darstellen und
den JAK2-Mutationen im Krankheitsverlauf vorausgehen [103]. Bei Untersuchungen
zu gemeinsamem Auftreten von Driver- und Non-Driver Mutationen waren bei
Patient*innen mit PMF Mutationen in den Genen CALR und TETZ2 positiv korreliert
(p<0,001), in der praPMF-Gruppe zeigte sich eine negative Korrelation zwischen JAK2
und TET2-Mutationen (p = 0.038) [105]. Im Gegensatz dazu beobachteten wir in
unserer Studie bei 5 praPMF-Patient*innen ein gemeinsames Auftreten von TET2- und
JAK2-Mutationen. Die TET2-Mutation bei dem CALR Typ1 mutierten Fall in unserer
Kohorte wurde in einem progredientem Stadium (PMF MF2) detektiert.

Heterozygote DNMT3A-Mutationen wurden in 3/46 (7%) Patient*innen mit PMF
beschrieben und sie traten koinzident mit JAK2, ASXL1 und TET2 auf [106]. Diese
Mutationen sind in MPN nach TET2 das zweithaufigste mutierte Gen und kénnen
zeitlich vor oder nach der JAK2-Mutation auftreten [107].

Eine HMR-Variante ist anhand der vorhandenen Fachliteratur bei praPMF in 27% zu
erwarten, 22 HMR-Varianten sind mit 5,4 % als viel seltener beschrieben [40]. Der
geringe Anteil von HMR-Varianten in unserer Kohorte bei nur 2 Patient*innen (von
insgesamt 13 mit Non-Driver Mutation = 15,4%) ist moglicherweise der kleinen Fallzahl
und der Beschrankung auf Falle mit JAK2- oder CALR-Mutation zu schulden. Eine der
beiden Patient*innen wies bei ED eine EZH2-Mutation vergesellschaftet mit einer
JAK2-Mutation auf. Aus der Fachliteratur ist bekannt, dass HMR-Mutationen mit einem
signifikant kurzeren Gesamtuberleben sowohl bei praPMF als auch bei fibrotischer
PMF assoziiert sind [40]. ASXL7-Mutationen sind signifikant haufiger bei
fortgeschrittener Myelofibrose zu finden (10,1% bei praPMF vs. 31,1% bei fibrotischer
PMF vs. 51,1% bei PMF-AB/PB) da sie insbesondere die Fibrose voranzutreiben
scheinen [71]. Die zweite Patientin mit einer HMR-Mutation in unserer Kohorte wies
zwei unterschiedliche ASXL1-Mutationen auf (eine pathogene Variante mit einer VAF
von 20,8% und eine wahrscheinlich pathogene Variante mit einer VAF 1,3%), die
gemeinsam mit einer CALR Typ1 Mutation auftraten. Sie wurden 4 Jahre nach ED
nachgewiesen, als sich bereits ein progredientes Stadium einer fibrotischen PMF mit

MF 2 zeigte. Bei ED war in diesem Fall leider kein NGS verfugbar.

Eine rezente Studie untersuchte vergleichend das Mutationsprofil von fortgeschrittener
MF und praPMF/ET/PV, auch im Hinblick auf die Prognose. In dieser auf RNA-
Sequenzanalyse basierten Studie, die >1700 Gene an 137 MPN-Patient*innen
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umfasste (der Groliteil davon entfiel auf fibrotische PMF und nur ein kleiner Anteil auf
ET/PV/praPMF), fanden sich >70% der Gene exklusiv in der fibrotischen PMF-Kohorte
mutiert, darunter EZH2, ZRSR2- und NF1- Mutationen [100]. In unserem kleinen,
selektiven Kollektiv von praPMF Patient*innen fand sich je eine dieser drei erwahnten
Mutationen bei je einer Patient*in (EZHZ2 und NF1 mit niedriger VAF, ZRSR2 mit hoher
VAF). Das Knochenmark der Patient*in mit ZRSR2-Mutation wurde auch im Verlauf
noch mehrfach untersucht, im Verlauf entwickelte sich eine geringe
Retikulinfaserfibrose (MF1). Die oben genannte Studie zeigte zudem, dass zahlreiche
somatische Mutationen in den 12 haufigsten mutierten Genen (JAK2, ASXL1, TET2,
KRAS, SRSF2, NRAS, CBL, MPL, CALR, DNMT3A, U2AF1, EZH?2) vor allem mit
fibrotischer PMF vergesellschaftet sind, wobei haufig Varianten in ,low risk“-Genen
(wie CALR und DNMTS3A) gepaart auftraten. Dasselbe galt fur ,high risk“-Gene (JAK2
und ASXL1) mit 26 JAK2- und ASXL 1-komutierten Fallen (von insgesamt 72 JAKZ2-
mutierten Fallen) [100]. Auch in unserer praPMF-Kohorte identifizierten wir ko-
mutierte low risk“-Gene. So waren zwei Falle mit DNMT3A- und CALR- Ko-
Mutationen und 1 Fall mit DNMT3A- und JAK2-Komutation. Ko- mutierte ,high risk®-
Gene traten in unserer praPMF Kohorte nicht auf. Bei einem unserer CALR Typ1
mutierten Falle kam es im weiteren Verlauf zum Fortschreiten der Fibrose (MF2)
begleitet mit dem zusatzlichen Auftreten einer ASXL 7-Mutation wie oben beschrieben.
Eine franzbésische Forschungsgruppe zeigte, dass ASXL7-Mutationen bei
fortgeschrittener MF nur dann mit ungunstiger Prognose vergesellschaftet sind, wenn
sie in Kombination mit TP53- oder anderen HMR-Varianten auftreten. [108]. In einer
rezenten Studie erwies sich auRerdem die Hohe der VAF der ASXL7-Mutation als
prognostisch relevant. Wahrend bei einem Cut-off von unter 1% kein
Uberlebensnachteil vorlag, konnte bei einer VAF >5% ein solcher nachgewiesen

werden, statistische Signifikanz zeigte sich jedoch erst bei einer VAF von >20% [104].

CBL-Mutationen sind auf niedrigem, aber signifikanten Niveau in MPN beschrieben
[30]. Mutationen im CBL-Gen waren u.a. in einer multivariaten Analyse einer
schwedischen Kohorte assoziiert mit einem kirzeren Gesamtuberleben. Wie auch in
unserem Fall (DNMT3A- und CBL- Ko-Mutation) waren in der schwedischen Studie
Mutationen im CBL-Gen mit einer anderen Non-Driver Mutation vergesellschaftet,
wobei es sich durchwegs um Kombinationen mit HMR-Varianten handelte [109]. Eine
464 MF-Patient*innen umfassende Studie kam zum Schluss, dass RAS/CBL-
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Mutationen eine Therapieresistenz bzw. ein schlechteres Ansprechen auf JAK2-

Inhibitoren vorhersagen kénnten [110].

Dass auch die zeitliche Reihenfolge, in der die Mutationen auftreten, den klinischen
Phanotyp der Erkrankung mitbestimmen, wurde mehrfach beschrieben
[26,107,111,112]. Die Driver-Mutationen CALR und MPL treten eher friher in der
Krankheitsentstehung auf, wahrend beispielsweise Mutationen in den Genen NRAS
und TP53 signifikant haufiger im spater Krankheitsverlauf hinzukommen. Die ebenfalls
zumeist friher auftretenden SF3B7- und DNMT3A-Mutationen sind auch mit
altersabhangiger klonale Hamatopoese von unbestimmtem Potential (CHIP)
vergesellschaftet, was darauf hinweist, dass sich MPN aus einem vorbestehenden,
asymptomatischen Klon entwickeln [30]. In Studien zur klonalen Evolution konnte
anhand hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen gezeigt werden, dass
Mutationen in DNMT3A oder TETZ2, die vor JAK2 V617F auftraten, eher mit einer ET
assoziiert sind, wahrend JAK2 V617F als erste Mutation vor DNMT3A oder TET2 eher
mit einer PV assoziiert ist. Anders formuliert trat JAK2 V617F bei ET haufiger als
sekundare Mutation auf, im Unterschied zu PV und PMF, wo sie haufiger als
Erstmutation gefunden wurde. Patient*innen, die zuerst eine JAK2- Mutation und erst
nachfolgend eine TET2-Mutation erworben haben, waren signifikant junger als jene
mit primarer TET2- Mutation, hatten haufiger ein thromboembolisches Ereignis und
zeigten sich in vitro sensitiver auf JAK2-Inhibitor-Therapie [107,112]. In einer
profunden, auf ,whole- genome- sequencing“ (WGS)-basierten Untersuchung wurden
phylogenetische Baume erstellt und die zeitliche und dynamische Entwicklung von
Klonen anhand von 12 MPN-Patient*innen abgeleitet. So wurde berechnet, dass
JAK2-Mutationen, sofern sie das erste Ereignis darstellten, manchmal bereits in Utero
bzw. in den ersten Lebensjahren entstehen. Weitere genomische Ereignisse traten als
unabhangige klonale Expansionen vor oder nach dem Erwerb von JAKZ V617F auf.
Mutationen traten sequenziell Uber das ganze Leben auf und deren Erwerb war zeitlich
durch Jahrzehnte voneinander getrennt und verdrangte bereits bestehende Klone.
Zwischen dem Auftreten der JAK2-Mutation und der Diagnosestellung lag ein

durchschnittlicher Zeitraum von 30 Jahren [111].

Bezuglich der in unserer Kohorte beschriebenen NOTCH 1-Variante mit einer VAF von
49,8% bleibt bei fehlender gleichzeitiger Analyse von peripherem Blut (PB) offen, ob

diese eine Keimbahnvariante mit genetischer Pradisposition darstellt. Bei der Variante
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handelt es sich um eine Substitution von Cytosin durch Guanin an der Position 6181-
24 (c.6181-24C>G), die sich im nicht kodierenden Bereich (Intron) in einer ,Splice-
site“-Region findet, was zu falschem Spleil3en und folglich starken Veranderung in der
Proteinstruktur und -funktion fuhren kann. In den uns zur Verfugung stehenden
Datenbanken war diese kaum beschrieben und wurde daher als Variante mit
unbekannter Bedeutung klassifiziert. In einer schwedischen MPN-Kohorte kamen
Varianten in CDKN2A, ETV6, NOTCH1 und MPL mit einer VAF von um 50% vor, von
denen sich nur jene im ETV6 Gen als haufiger in der MPN-Kohorte als in der
Gesamtpopulation herausstellte [109]. Eine familidare Haufung von MPN ist jedenfalls
aus der Fachliteratur bekannt. So wurden in einer 2007 publizierten Studie bei 8,2%
der PMF- Patient*innen mehrere Falle innerhalb von Familien identifiziert.
Interessanterweise haben sich in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede in
klinischen und hamatologischen Merkmalen zwischen sporadischen und familiaren
Fallen gezeigt [113]. Die Driver-Mutationen in JAK2, CALR und MPL W515L sind nicht
vererbt, vielmehr ist das gehaufte familiare Risiko auf das Vorhandensein
pradisponierender genetischer  Suszeptibilitatsfaktoren  zurickzufihren [29].
Untersuchungen haben gezeigt, dass JAK2 V617F-positive Erkrankungen (sowohl
MPN als auch CHIP) stark mit einem spezifischen konstitutionellen JAK2-Haplotyp
(sog. 46/1 Haplotyp) assoziiert sind. Patient*innen mit dem JAKZ2 46/1 Haplotyp haben
somit ein hoheres Risiko, eine JAK2 V617F-Mutation zu erwerben [114,115]. So tritt
auch eine homozygote JAK2 V617F-Mutation nicht zufallig, sondern bevorzugt auf,

wenn ein bestimmter JAK2-Haplotyp vorhanden ist [115].

6.1. Limitationen

Eine wesentliche Limitation der vorliegenden Studie stellt die beschrankte Anzahl
eingeschlossener Falle dar, was auf den bislang eingeschrankten Einsatz von NGS-
Untersuchung bei Erstdiagnose sowie im Verlauf der PMF zurickzufuhren ist. Die
Aussagekraft zur klonalen Evolution ist bei lickenhafter NGS-Untersuchung im Verlauf

beschrankt.

Haufig waren auch keine sequenziellen Knochenmarkbiopsien vorhanden, sodass die
Beurteilung einer etwaigen Progression der Erkrankung nicht bei allen Patient*innen

maoglich war.
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Weiters ist die Inter- und Intraobserver-Variabilitat bei der Beurteilung der Morphologie,
insbesondere in der Quantifizierung des Ausmales des Hyperzellularitdt oder der

Dichte der Cluster zu erwahnen.

Die Inkludierung von den 5 Patient*innen in die Kohorte mit alleinige Driver-Mutation,
die erst unter Interferon-Therapie im Krankheitsverlauf NGS getestet wurden und
dabei negativ fur eine zusatzliche Non-Driver waren, ist als weitere Limitation zu

erwahnen.

7. Konklusion

Erkenntnisse aus Studien zur molekulargenetischen Charakterisierung unterstreichen
die Wichtigkeit der Abgrenzung der praPMF von der fortgeschrittenen Myelofibrose
und erganzen die etablierten, guten histomorphologischen und klinischen
Diagnosestandards. Molekulargenetische Erkenntnisse werden sicherlich auch bei

praPMF in kunftige eigene Prognosescores einflieRen.

Diese Studie stellt eine der wenigen in der Fachliteratur beschriebenen
Untersuchungen an einer praPMF-Kohorte dar, die histomorphologische Parameter
mit dem Mutationsprofil in Zusammenhang setzt. In dieser Studie konnten wir zeigen,
dass das Vorhandensein von CALR-Mutationen deutlich haufiger mit einer
hochgradigen Megakaryozytenhyperplasie assoziiert ist und Patient*innen mit CALR-
Mutation etwas haufiger bei Diagnose bereits eine geringgradige Fibrose aufweisen.
Das zusatzliche Vorhandensein von Non-Driver Mutationen korreliert deutlich mit
dichteren Megakaryozytenclustern. Non-Driver Mutationen waren auf3erdem etwas
haufiger mit einer bereits geringgradigen Fibrose bei Diagnose sowie einer
hochgradigen Hyperzellularitédt assoziiert, wobei hier kein statistisch bedeutsamer
Unterschied gezeigt werden konnte. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass
der Mutationsstatus teilweise mit speziellen histomorphologischen Charakteristika
assoziiert sein konnte. Fur eine Bestatigung dieser Beobachtungen sind Analysen an
grélkeren Kohorten erforderlich. Da bei seltenen Erkrankungen retrospektive Studien
einen grofRen Stellenwert haben, ware eine breitere Anwendung molekulargenetischer

Analysen bei Patient*innen mit MPN wiinschenswert.
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AKT
AlloSZT
AUC
bp

BM
CALR
CEL
CHIP
CML
CNL
DIPSS
ED
EPO
EPOR
ERK
ET
FFPE
GCSF
GIPSS
G-6-PD
Hb
H.E.
HMR
HSC

IPSS
JAK2
Ki
KM
LDH

AKT Serin-Threonin-Kinase

Allogene Stammzelltransplantation

Area Under the Curve

Basenpaar

Bone Marrow

Calretikulin

Chronische Eosinophilenleukamie

Klonale Hamatopoese mit unbestimmtem Potential
Chronische myeloische Leukamie

Chronische Neutrophilenleukamie

Dynamic International Prognostic Scoring System
Erstdiagnose

Erythropoetin

Erythropoetin-Rezeptor

Extracellular Signal-Related Kinase

Essentielle Thrombozythamie

Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
Genetically Inspired International Prognostic Scoring System
Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase
Hamoglobin

Hamatoxylin-Eosin

Hohes molekulares Risiko

Hamatopoetische Stammzelle
Identifikationsnummer

International Prognostic Scoring System

Janus Kinase 2

Kunstliche Intelligenz

Knochenmark

Laktatdehydrogenase
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LOH loss of heterozygocity, Verlust der Heterozygotie

MAPK Mitogen-activated protein Kinase

MEK Mitogen-activated protein Kinase Kinase

MIPSS Mutation-enhanced International Prognostic Scoring System

MF Myelofibrose bzw. Myelofibrosis

MPL Myeloproliferative Leukemia Virus Onkogen, kodiert fur den
Thrombopoietin-Rezeptor

MPN Myeloproliferative Neoplasie

MPN-U Myeloproliferative Neoplasie, unklassifizierbar

NACE Naphtol-AS-D-Chloracetatesterase-Farbung

NGS Next Generation Sequencing

NOS Not Otherwise Specified, nicht weiter spezifiziert

0.g. oben genannt

OR Odds Ratio

PB Peripheres Blut

Peg INFa Pegyliertes Interferon alpha

PIK3 Phosphoinositid-3-Kinase

PraPMF Prafibrotische Primare Myelofibrose

PMF Primare Myelofibrose

PMF-AP/BP Akzelerierte Phase/Blastenphase der PMF

PV Polycythamia Vera

PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase Kettenreaktion

gPCR Quantitative PCR

Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma

Ras Ras sarcoma virus

VAF Variante Allelfrequenz

WES Whole Exome Sequencing

WHO World Health Organisation
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	1. Einleitung
	1.1. Historie und Definition der präfibrotischen primären Myelofibrose
	1.2. Bedeutung von Mutationen und Knochenmarkhistologie
	1.3. Ziel der Studie

	2. Hintergrund
	2.1. MPN
	2.2. präfibrotische PMF
	2.3. Histologie Knochenmarkbiopsie
	2.4. Molekulargenetik
	2.4.1. JAK2
	2.4.2. MPL
	2.4.3. Calretikulin
	2.4.4. Non-Driver Mutationen

	2.5. Prognose und Therapie

	3. Hypothese
	4. Methoden
	4.1. Datenerhebung und Parameter
	4.2. Molekulargenetik
	4.3. Histologie
	4.4. Statistische Analyse

	5. Ergebnisse
	5.1. Patient*innenkollektiv
	5.2. Spektrum molekulargenetischer Mutationen
	5.3. Charakterisierung histologischer Parameter und Einfluss von Driver-
	und Non-Driver Mutationen auf das histomorphologische Bild

	6. Diskussion
	6.1. Limitationen

	7. Konklusion
	8. Literaturverzeichnis
	9. Tabellen
	10. Abbildungen
	11. Abkürzungsverzeichnis

