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Was wir wissen ist ein Tropfen. Was wir nicht wissen ein Ozean.

Isaac Newton



Zusammenfassung

Bei Patienten mit Myelodysplastischen Syndromen (MDS) ist aktuell wenig Uber einen
mdglichen Zusammenhang zwischen dem Nachweis einer somatischen Mutation und
hamatologischen, zytogenetischen, zytomorphologischen und histomorphologischen
Parametern bekannt. Vor diesem Hintergrund ist das Ziel der Arbeit Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen bei Patienten mit MDS zu identifizieren. Die statistische
Aufarbeitung wurde SPSS-gestutzt mit Deskription der Korrelationen und Ermittlung
von Progressionsrisiko- und Uberlebenswahrscheinlichkeiten mittels COX-Regression
durchgefuhrt. In der Patientenkohorte waren 60,8% Manner mit einem
Durchschnittsalter von 66 Jahren. Zum Zeitpunkt der letzten Nachbeobachtung Ende
Marz 2019 waren 26,7% der Patienten verstorben und 148 Patienten haben eine AML
entwickelt (16,8%).

Insgesamt waren 14 der 55 untersuchten Gene bei mehr als 5% der Patienten mutiert.
Je mehr Mutationen pro Patient vorlagen, desto schlechter war das mediane
Uberleben (p=0,003) und desto haufiger ging die Erkrankung in eine AML (ber
(p=0,001). Fur die Gene RUNX1, ASXL1, EZH2, SF3B1, TP53 lieR sich ein
signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit je nach Mutationsstatus nachweisen.
Es fanden sich folgende Mutationen in den entsprechenden Subgruppen der WHO
Klassifikation Uberproportional haufiger wieder: RUNX1 bei EB1, EB2, CMML;
ASXL1, CBL, SRSF2, TET2 bei CMML; JAK2 bei MDS/MPN RS T, MDS/MPN U
SF3B1 bei den Gruppen mit Ringsideroblasten; TP53 bei EB1, EB2, AML.

Diese Genmutationen kamen haufiger bei folgenden Karyotypen nach IPSS-R vor:
RUNX1 bei diversen Anomalien und Trisomie 8; ASXL1 und SRSF2 bei Trisomie 8,
TETZ2 bei Trisomie 8 und minus Y; TP53 bei komplexen Karyotypen.

AulBerdem konnte gezeigt werden, dass bei einer SF3B1 Mutation haufiger und auch
mehr Ringsideroblasten nachgewiesen werden konnten. Bei Vorliegen einer RUNX1
Mutation wiesen die Patienten vor allem ein normo- bis hypozellulares Knochenmark
auf (p=0,026), wohingegen bei SF3B1 Mutation haufiger ein normo- bis
hyperzellulares Knochenmark zu finden war (p=0,001). Der Anteil der Blasten im
Knochenmark zeigte einen signifikanten Zusammenhang zu einer RUNX1, SF3B1,
SRSF2 und TP53 Mutation auf. Nur bei Vorliegen einer SF3B1 Mutation war der Anteil
der Blasten niedriger als beim Wildtyp.

Es konnten also signifikante Korrelationen zwischen dem Vorliegen bestimmter

Genmutationen und zyto- und histomorphologischen Parametern ermittelt werden.



Summary

In patients with myelodysplastic syndromes (MDS), little is currently known about a
possible correlation between the detection of a somatic mutation and haematological,
cytogenetic, cytomorphological and histomorphological parameters. Therefore, this
paper aims to identify genotype-phenotype correlations in patients with MDS. The
study was processed statistically through SPSS, describing correlations and to
determine the risk of progression and overall survival using COX regression. In the
examined cohort, 60.8% were male with an average age of 66 years. At the time of the
last follow-up at the end of March 2019, 26.7% of the patients had died and 148
patients had developed AML (16.8%).

Overall, 14 of the 55 genes examined were mutated in more than 5% of the patients.
The more mutations a patient displayed, the worse the median survival rate got (p =
0.003). The results also indicated a higher probability of the disease progression into
AML (p = 0.001).

For the genes RUNX1, ASXL1, EZH2, SF3B1, TP53, a significant difference in the
overall survival rate was found depending on the mutation status. The following
mutations are found in disproportionately higher numbers in the corresponding
subgroups of the WHO classification: RUNX1 in EB1, EB2, CMML; ASXL1, CBL,
SRSF2, TET2 in CMML; JAK2 in MDS / MPN RS T, MDS / MPN U; SF3B1 in the
groups with ringsideroblasts; TP53 at EB1, EB2, AML.

These gene mutations occurred more frequently in the following karyotypes according
to IPSS-R: RUNX1 in various anomalies and trisomy 8; ASXL1and SRSF2 in trisomy
8; TET2 in trisomy 8 and minus Y; TP53 in complex karyotypes.

The study results indicate furthermore that ringsideroblasts presented more often and
with a higher quantity in combination with an SF3B1 mutation. An existing RUNX1
mutation exhibited with normocellular to hypocellular bone marrow (p = 0.026),
whereas normocellular to hypercellular bone marrow was found with SF3B1 mutation
(p =0.001). The number of blasts in the bone marrow allowed to conclude a significant
relation between RUNX1, SF3B1, SRSF2 and TP53 mutations. In comparison, the
proportion of blasts in case of a SF3B1 mutation was lower than in the wild type.

In conclusion, it was possible to determine significant correlations regarding the above-

mentioned gene mutations and cytomorphological and histomorphological parameters.
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1 Einleitung

Bei Erwachsenen dient ausschlieRlich das Knochenmark zur Blutbildung. Es werden
verschiedene Reifungsstufen der Vorlauferzellen durchlaufen bis differenzierte
funktionstlchtige Zellen entstehen. Die Hamatopoese wird direkt zu Beginn in zwei
Hauptlinien eingeordnet, aus denen alle Blutzellen entstehen. Dies sind die
lymphatische Reihe und die myeloische Reihe. Aus der lymphatischen Vorlauferzelle
entstehen die B- und T-Lymphozyten sowie die naturlichen Killerzellen. Die myeloische
Vorlauferzelle bildet Thrombozyten, Erythrozyten, Monozyten und Granulozyten.

Zu den Krankheitsbildern der myeloischen Reihe zahlen myeloproliferative sowie

myelodysplastische Erkrankungen und die akute myeloische Leukamie (AML).

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe klonaler
Stammzellerkrankungen, die mit einer qualitativen und quantitativen Stérung der
Hamatopoese einhergehen. Durch diese Differenzierungsstorung entstehen
dysplastische Zellen, die ihrer eigentlichen Funktion nicht mehr nachgehen kdnnen
und zusatzlich im Verlauf (zunehmend) durch ungehemmtes Wachstum die gesunde

Blutbildung im Knochenmark verdrangen.

1.1 Epidemiologie

Myelodysplastische Syndrome zahlen zu den haufigsten malignen hamatologischen
Erkrankungen mit einer Inzidenz von ca. 4-5/100.000 Einwohner pro Jahr. Durch den
langsamen und auch unentdeckten Verlauf Gber Jahre hinweg, liegt das mediane
Erkrankungsalter bei Erstdiagnose (ED) bei ca. 75 Jahren. Insgesamt steigt die
Inzidenz mit zunehmendem Alter an und liegt bei 70-jahrigen bei >30/100.000

Einwohner pro Jahr. [1]

1.2 Pathogenese

In 90% der Falle liegt ein primares MDS vor, bei dem keine direkte Ursache erkennbar
ist. Sekundare MDS (oft auch therapieassoziiert genannt) kénnen auf Bestrahlung,
Chemotherapien, Zytostatika, oder in seltenen Fallen organische Losungsmittel und

radioaktive Strahlung zuruckgefuhrt werden.



Somatische, genetische Veranderungen an hamatopoetischen Stammzellen sind in
beiden Fallen mitursachlich fir die Entstehung von MDS. Der aktuelle Stand der
Wissenschaft ist, dass durch schrittweise Anhaufung von chromosomalen
Veranderungen, somatischen Mutationen und epigenetischen Veranderungen eine
klonale Stammzelle entsteht. [2, 3] Diese veranderte Stammzelle hat zwei wesentliche
Eigenschaften. Zum einen teilt sie sich ungehemmt und zum anderen wird dadurch die
gesunde Blutbildung immer ineffizienter. Es entstehen im Knochenmark als Zeichen
der ineffektiven Hamatopoese vor allem dysplastische Zellen, die vermehrt zur
Apoptose neigen und dadurch im peripheren Blut nur vermindert vorliegen.

Neben chromosomalen Veranderungen gibt es auch einige genetische
Punktmutationen die gehauft, aber nicht ausschlieRlich bei MDS vorkommen. Dazu
zahlen Mutationen des Splicingapparates, der Transkriptionsfaktoren und bei der
Regulation epigenetischer Modifikation. [4, 5] Ausfuhrlicher wird dies unter 1.8.2
Molekulargenetik besprochen.

Als zweiten Faktor der Krankheitsentstehung ist in den letzten Jahren die
Knochenmarksmikroumgebung zunehmend in den Mittelpunkt der Forschung geruckt.
Auch genetische Veranderungen der Stromazellen im Knochenmark konnen dazu
fuhren, dass sich ein Patient klinisch mit einem MDS prasentiert. Es wurde gezeigt,
dass blutbildende Zellen aus dem Knochenmark von MDS Patienten auf gunstige

Wachstumsbedingungen des Knochenmarkstromas angewiesen sind. [6, 7]

1.3 Kilinik bei Erstdiagnose

Oft verlauft die Erkrankung lange Zeit asymptomatisch und fallt erst im Rahmen von
Routineuntersuchungen durch Zytopenien, meist einer Anamie auf. [8, 9] Durch den
langsamen Verlauf bleibt sie bei fast 20% der Patienten lang asymptomatisch und
daher unerkannt.

Wie im Kapitel der Pathogenese bereits beschrieben, haben dysplastische Blutzellen
eine kurzere Lebensdauer, da sie vermehrt in Apoptose gehen. Aus diesem Grund fallt
peripher eine Verminderung der entsprechenden Zellreihe auf. Wenn mehrere
Zellreihen betroffen sind, wird dies eine Bi- bzw. Panzytopenie genannt.

Klassische Zeichen einer Anamie sind verminderte Belastbarkeit, chronische
Muadigkeit und Blasse. Bei 70-80% der MDS-Patienten ist eine Anamie
labordiagnostisch nachweisbar, die bei rascher Entwicklung auch zu Kopfschmerz,

Sehstdrungen, Verwirrtheitszustanden oder Verschlechterung einer vorbestehenden
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KHK (Koronaren Herzkrankheit) fuhren kann. Ein erhohte Infektneigung ist durch eine
Neutropenie beziehungsweise durch die Minderfunktion der neutrophilen
Granulozyten zu erklaren. Durch eine Thrombozytopenie treten selten Stérungen der
Blutstillung auf. Diese fallen durch petechiale Blutungen, Zahnfleischbluten oder

Hamatome auf.

1.4 Diagnose

Uber prognostisch relevante Gene, die bei MDS gehauft auftreten, wird viel diskutiert.
So ist beispielsweise bei gesunden Patienten mit Clonal Haematopoiesis of
Indeterminate Potential (CHIP) eine erhohte MDS-Rate im Gegensatz zu der
Normalbevélkerung festzustellen. [9-11] Dennoch tritt der Ubergang, mit lediglich 0,5-
1%, insgesamt sehr selten auf. [3]

Mittelpunkt der Diagnostik ist die Zytomorphologie von Blut- und Knochenmarkszellen
(einschlieBlich der Farbung nach Pappenheim und einer Eisenfarbung). Sie dient der
Identifikation von Dysplasiezeichen und der Aussage Uber die Anzahl der betroffenen
Zellreinen. Es mussen mindestens 10% einer Zellreihe dysplastisch sein, damit die
Diagnose eines MDS gestellt werden kann. Der periphere und medullare Blastenanteil
sollte mdglichst genau bestimmt werden, da dies fur die Einteilung des
Prognosescores von essenzieller Bedeutung ist.

Sowohl ein allgemeines Blutbild als auch ein Differentialblutbild gehdren zur
Standarddiagnostik einer hamatologischen Knochenmarkserkrankung dazu. Im
Rahmen der Anamie-Abklarung sollten folgende Parameter bestimmt werden:
Retikulozyten, Erythropoetin, Ferritin, Folsaure, Vitamin B12. [12] Mit der
Untersuchung der Laktatdehydrogenase (LDH) ist die Basisdiagnostik komplettiert.
Die Knochenmarkshistologie ist wichtig, um Gewebearchitektur, Zellularitat und
Fibrosegrad beurteilen zu kdénnen. In den letzten Jahren hat die zytogenetische
Betrachtung zunehmend an Bedeutung gewonnen, da oft chromosomale Aberrationen
gefunden werden, die Einfluss auf die Prognose haben. [13] Mittlerweile wird auch eine
Molekulargenetik der haufigsten unguinstigsten Mutationen empfohlen (ASXL1, EZH2,
TP53). [14, 15] AuRBerdem kann uber den Nachweis bestimmter Mutationen eine
Abgrenzung zu anderen Erkrankungen erfolgen (wie z.B. BCR-ABL). In Einzelfallen ist

eine Immunphanotypisierung sinnvoll. [16]



1.5 Klassifikation

Eine erste Einteilung der MDS erfolgte 1982 von der French-American-British
Cooperative Group nach zytomorphologischen Eigenschaften. [17] Im Jahr 2000
brachte die World Health Organisation (WHO) eine veranderte Klassifikation der
Myelodysplastischen Syndrome heraus, bei der neben der Zytomorphologie auch die
Zytogenetik und periphere Blutwerte bertcksichtigt wurden. [18]

Diese Einteilung wurde bereits mehrmals Uberarbeitet. Aktuell ist die WHO
Klassifikation von 2016 gultig und soll im Folgenden genauer erlautert werden. [19]
Zum einfacheren Verstandnis lassen sich die Myelodysplastischen Syndrome anhand
von Blasten und dem Vorhandensein von Ringsideroblasten (RS) verschiedenen
Gruppen zuordnen.

Wenn keiner der oben genannten Parameter stark ausgepragt vorliegt, wird eine Ein-
bzw. Mehrliniendysplasie (SLD und MLD) diagnostiziert, abhangig davon wie viele
Zellreihen von der Dysplasie betroffen sind. Die zweite Gruppe beinhaltet die Subtypen
ohne vermehrten Blastenanteil, aber mit Nachweis von Ringsideroblasten. Innerhalb
dieser Gruppe wird auch wieder je nach Anzahl der dysplastischen Zellreihen in MDS
RS SLD und MDS RS MLD unterschieden.

Sobald der Blastenanteil bei Patienten erhoht ist, wird von MDS mit Blastenexzess
gesprochen. In dieser Gruppe wird je nach Hohe der Blasten in Blut oder Knochenmark
in Subtyp EB1 oder EB2 unterschieden.

Eine Besonderheit stellt der Subtyp del(5q) mit Deletion am langen Arms von
Chromosom 5 dar, da hier neben allgemeinen Dysplasiezeichen und Fehlen von
Blastenvermehrung lediglich die isolierte chromosomale Aberration ausreicht, um
Patienten diesem Subtyp zuzuordnen.

Trotz genauer und stetig weiterentwickelter Diagnosekriterien lassen sich manche
Patienten keinem Subtyp zuordnen und gelten dann als MDS U flr unklassifizierbar.
Als  Overlap-Erkrankungen werden die Patienten gesehen, die sowohl
myelodysplastische (mind. eine Zellreihe mit >10% Dysplasiezeichen) als auch
myeloproliferative Charakteristika aufweisen. Dazu zahlen u.a. die chronische
myelomonozytare Leukamie (CMML), die MDS/MPN RS T und MDS/MPN U. Die
CMML kennzeichnet sich durch mindestens 10% Monozyten im peripheren Blut und
mehr als 1000 Monozyten /pl im Knochenmark und wird je nach Blastenanteil in drei
Gruppen eingeteilt (CMML 0/1/2). Genaue Diagnosekriterien und eine entsprechende

Gegenuberstellung der Gruppen finden sich in Tabelle 1.5-1 und Tabelle 1.5-2 wieder.



Wesentliche Anderungen der WHO Kilassifikation von 2016 bestehen darin, dass eine
neue Bezeichnung der Untergruppen eingeflhrt wurde. Zudem bilden die multiliniaren
Dysplasien ohne Blasten mit Ringsideroblasten erneut einen eigenen Subtyp. Des
Weiteren wurde der Subtyp ,MDS del(5q)“ um die Patienten mit einzelnen weiteren
chromosomalen Aberrationen erweitert. Die Gruppe mit  gemischt
myelodysplastischen und myeloproliferativen Phanotyp wurde nun als eigenstandige
Erkrankung abgegrenzt und zusatzlich die CMML in drei Gruppen unterteilt.

In der aktuellen WHO-Klassifikation werden Patienten mit >20% Blasten
definitionsgemal zur AML gezahlt. Der Subtyp AML mit myelodysplasie-assoziierten
Veranderungen (im Dusseldorfer MDS-Register ,AML(RAEB-T)“ genannt), wird in
dieser Arbeit ebenfalls bertcksichtigt, da vor allem die Patienten mit einem

vorbestehenden MDS und einem Progress in eine AML zu diesem Subtyp zahlen.

Tabelle 1.5-1: Overlap Erkrankungen nach WHO 2016

. Blasten im Blasten im .
Gruppe/ Subtyp Abkiirzung Knochenmark peripheren Blut Weiter Merkmale

Overlap-Erkrankungen

> 1000/ pl Monozyten und

- - 0 0
chron. myelomonozytére Leukamie 0 CMML 0 <5% <2% > 10% der Leukozyten

" - Q0 40 > 1000/ pl Monozyten und
chron. myelomonozytére Leukémie 1 CMML 1 6-9% 2-4% > 10% der Leukozyten
> 1000/ pl Monozyten und
chron. myelomonozytére Leukédmie 2 CMML 2 10-19% 5-19% > 10% der Leukozyten,
Auerstabchen maéglich

Dysplasie der Erythrozyten,
Thrombozytose von mind.
450x10M9/L, > 15% RS da
meist SF3B1 Mutation

MDS/MPN mit RS und Thrombozytose =~ MDS/MPNRS T <5% <1%

MDS/MPN unklassifizierbar MDS/MPN U




Tabelle 1.5-2: WHO Kilassifikation von 2016 [19]

porng | Piplslte | S e T Waterernl
MDS mit unilineédrer Dysplasie MDS-SLD 1 <5% <1% <15%
MDS mit multilinedrer Dysplasie MDS-MLD 2 oder3 <5% <1% <15%
mit Ringsideroblasten
MDS mit unilineédrer Dysplasie und RS MDS-RS-SLD 1 <5% <1% > 15%
MDS mit multilineédrer Dysplasie und RS MDS-RS-MLD 2 oder3 <5% <1% > 15%
mit Blastenexzess
MDS mit Blastenexzess 1 MDS EB 1 0-3 5-9% 2-4% irrelevant
MDS mit Blastenexzess 2 MDS EB 2 0-3 10-19% 5-19% irrelevant  peripher Auerstabchen
MDS mit del(5q) del(5q) 1-3 <5% <1% irrelevant  del(5q), ggf. plus Einzelaberration
MDS, unklassifizierbar MDS-U
mit 1 % peripheren Blasten 1-3 <5% =1% irrelevant
Mit Einliniendysplasie und Panzytopenie 1 <5% <1% irrelevant
MDS definierende zytogenetische Veranderungen 0 <5% <1% <15% MDS-definierende Abnormalitat

siehe Leitlinie




1.6 Prognosescores und Risikofaktoren

Allgemeine Risikofaktoren sind wie bei vielen Erkrankungen beispielsweise das Alter,
das Geschlecht, koexistierende Vorerkrankungen und ein reduzierter
Allgemeinzustand. Hamatologische Parameter wie der Blastenanteil, komplexe
chromosomale Aberrationen, der Transfusionsbedarf, LDH und das Ausmal} der
Zytopenien konnen zur Prognoseabschatzung hinzugezogen werden. Um das
individuelle Risiko eines Patienten abschatzen zu koénnen, wurden validierte
Prognosesysteme entwickelt. Dazu ist es notwendig, dass alle entsprechenden
Parameter bei der Initialdiagnostik erfolgt sind. Als erster Prognosescore berlcksichtig
das IPSS (International Prognose Scoring System) folgende Merkmale: Zytopenien,
chromosomale Veranderungen und die medullare Blastenanzahl. [20] Germing et. al
konnte 2005 aufzeigen, dass ein erhdhtes LDH unabhangig vom IPSS einen negativen
Einfluss auf das Uberleben hat und somit auch als Prognoseparameter genutzt werden
kann. [21] Im Vergleich zum IPSS wurden beim Uberarbeiteten IPSS-R (International
Prognose Scoring System- Revised) von 2012 die zytogenetischen Kategorien
erweitert, die Blasten im Knochenmark anders gewichtet und Zytopenien genauer
aufgeteilt. [22, 23] Die Parameter des IPSS-R sind in Tabelle 1.6.1 aufgefuhrt. Tabelle
1.6.2 dient dafur als Legende. Der Einfluss einer somatischen Mutation im TP53-Gen
ist trotz schlechtem Karyotypen prognostisch bedeutsam und als erster unabhangiger
molekularer Risikofaktor erkannt worden. [24]

Tabelle 1.6-1: IPSS-R (International Prognose Scoring System - Revised) [22]

Kategorien / Score-Punkte 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Karyotyp A B C D E
Blasten im Knochenmark (%) <2 >2-<5 5-10 >10
Héamoglobin g/di =10 8-<10 <8

Thrombozyten (/nl) =100 50-<100 <50

Neutrophile (/nl) =800 <800

Tabelle 1.6-2: Legende fiir den IPSS-R

Punkte [Risikoscore Legende fiir Karyotypen

<15 very low risk A Y, del(11q)

2-3 low risk B |Normal, del(5q), del(12p), del(20q),
3,545 |intermediate risk Doppelklon mit del(5q) auRer Chrom7

5-6 high risk C |del(7q), +8, +19, i(17q), andere Einzel- 0. Doppelklone

>6 very high risk D |7, inv(3)/t(3q)/del(3q), Doppelklon mit -7/del(7q),

komplex (3 Aberrationen)
E [>3 Aberrationen
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1.7 Therapie

Diese Prognosescores dienen maligeblich als Entscheidungshilfe fur die weitere
Therapieplanung. Je nach Risikogruppe, vorbestehenden Begleiterkrankungen und
vor allem auch je nach Wunsch des Patienten, wird ein Therapieschema etabliert. Als
einzige kurative Therapieoption sollte die allogene Stammzelltransplantation den
Hochrisiko-Patienten vorbehalten bleiben. In Einzelfallen kann sie aber auch bei
Patienten mit Niedrigrisiko-MDS in Erwagung gezogen werden.

1.7.1 Niedrigrisiko-MDS

Eine sogenannte ,wait and watch*“Strategie (auf Deutsch: abwarten und beobachten)
ist bei vielen Patienten zu Beginn der Erkrankung ausreichend.

Die Indikation dennoch mit der Therapie zu starten ist oft die diagnosefuhrende
Anamie mit der entsprechenden Symptomatik. Die Auswahl der Therapie bei
Niedrigrisiko-MDS basiert auf supportiven Basismallnahmen wie Transfusionen,
Antibiotikagabe sowie die engmaschige Kontrolle und Behandlung von
Komorbiditaten.

Das Ziel hierbei besteht darin, die Lebensqualitat der Patienten zu erhalten bzw. zu
verbessern. [15] Die Transfusionshaufigkeit von Erythrozyten-Konzentraten
entscheidet sich je nach Klinik und Begleiterkrankungen. Thrombozyten-Konzentrate
mussen insgesamt seltener gegeben werden. Hierbei sollte stets individuell
abgewogen werden und wenn moglich keine prophylaktische Gabe erfolgen. Die
Indikation fur eine antibiotische Abdeckung bei Infektionen hingegen wird weitaus
groldzugiger gestellt. [12]

Das Risiko fur eine sekundare Hamochromatose bei polytransfundierten Patienten
sollte mit regelmafigen Ferritinkontrollen Uberwacht und ggf. mit Eisenchelatoren
behandelt werden. [25, 26]

Alternativ zu der Gabe von Blutprodukten stehen Wachstumsfaktoren wie
Erythropoetin und Granulozyten-stimulierender Faktor (G-CSF) als Therapieoption zur
Verfligung, um die Erythropoese anzuregen. Bei Auswahl des entsprechenden
Patientenguts kann ein sehr gutes Ansprechen erwartet werden. [27, 28]

Auch in der Therapie nimmt der Subtyp MDS del(5q) eine Sonderstellung ein. Diese
Patienten sprechen in ca. 60% der Falle gut auf die Behandlungen mit Lenalidomid
an. Meist wird eine Transfusionsunabhangigkeit, teilweise sogar eine zytogenetische

Remission, erzielt. [29, 30]



Far Patienten mit hypozellularem Knochenmark, niedrigem Krankheitsrisiko und einer
geringen Transfusionsbedurftigkeit liegen einzelne positive Erfahrungen vor diese

Patienten mit immunsuppressiven Medikamenten zu behandeln. [31]

1.7.2 Hochrisiko-MDS

Die Option einer allogenen Stammzelltransplantation sollte bei allen Patienten, die
junger als 65-70 Jahren sind, sich in einem guten Allgemeinzustand befinden und ein
Hochrisiko-MDS haben dringend gepruft werden. Wie bereits oben beschrieben, ist
dies die einzige kurative Behandlungsmoglichkeit. [32]

Alternativ steht fur Patienten Uber 65-70 Jahren oder mit einem schlechten
Gesundheitszustand die Therapie mit hypomethylierenden Substanzen wie Azacitidin
oder Decitabin zur Verfugung. Azacitidin konnte in Studien einen Vorteil gegentber
einer alleinigen Basistherapie zeigen. Decitabin wird vor allem bei Versagen der
Therapie mit Azacitidin eingesetzt. [33-35]

Bei Therapieversagen sollten Patienten stets an ein hamatologisches Zentrum

angebunden und ggf. in eine Studie eingeschlossen werden.



1.8 Genetische Veranderungen bei MDS

1.8.1 Zytogenetik

Chromosomale Aberrationen sind bei Patienten mit myelodysplastischen Syndromen
in ca. 50% nachzuweisen. Bekannte und insbesondere typische Veranderungen flr
MDS sind in Tabelle 1.8.1 zusammengefasst. Vor allem bei schwieriger Diagnostik mit
uneindeutigen histo- und zytomorphologischen Kriterien lasst sich uber einen der
folgenden Karyotypen die Diagnose MDS-U erharten. Die Deletionen +8, del(20q),
oder-Y (*) gelten nur dann als Diagnosekriterium fur MDS, wenn der Nachweis

morphologischer MDS-Kriterien erfolgen konnte. [36]

Tabelle 1.8-1: Zytogenetik bei MDS

Unbalancierte Aberration Haufigkeit bei MDS |Balancierte Aberration Haufigkeit bei MDS
+8* 10% t(11;16)(q23.3;p13.3) 3%
-7 or del(7q) 10% t(3;21)(q26.2;922.1) 2%
del(5q)/5q Verlust 10% t(1;3)(p36.3;921.2) 1%
del(20q)* 5-8% t(2;11)(p21;923) 1%
v 5% inv(3)(q21.3;026.2)/ 1%
t(3;3)(g21.3;026.2)
i(17q) or t(17p) 3-5% t(6;9)(p23;q34) 1%
-13 or del(13q) 3%
del(11q) 3%
del(12p) or {(12p) 3%
del(9q) 1-2%
idic(X)(q13) 1-2%
Legende:

* +8, del(20q), oder-Y gelten nur als Diagnosekriterium fiir MDS bei Nachweis morphologischer MDS-Kriterien

1.8.2 Molekulargenetik

Da sich, wie oben beschrieben, bei lediglich der Halfte aller Patienten mit MDS eine
zytogenetische Aberration nachweisen lasst, kann der klonale Charakter der
Erkrankung auch auf Gen-Ebene im Sinne von somatischen Punktmutationen
nachgewiesen werden. [5, 37]

Genmutationen lassen sich anhand ihrer Funktion auf zelluldrer Ebene in
verschiedene Gruppen einteilen. Wesentliche pathophysiologische Veranderungen in
bestimmten Genen sollen im Folgenden kurz erlautert werden. [38, 39]

Die DNA-Methylierung und Histon-Modifikation werden je nach Autor teilweise auch

als Epigenetische Modifikation zusammengefasst.
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Splicing-Faktoren

Das Herausschneiden von nicht kodierenden DNA-Abschnitten wird Spleil3en
genannt. SF3B1 stellt eine Untereinheit des Splicosoms dar. [40]

Eine SF3B1 Mutation existiert mit 20% wie ASXL1 und TETZ2 als eines der haufigsten
mutierten Gene bei Patienten mit myelodysplastischen Syndromen. Schon sehr lange
ist bekannt, dass diese Mutation allgemein mit einer guten Prognose und
zytomorphologisch mit Ringsideroblasten assoziiert ist. Diese Patienten haben
aullerdem weniger Zytopenien und einen niedrigeren Blastenanteil. [41-44]

Das Gen SRSF2 gehort auch zum Splicosom und ist in ca. 10% der Falle als Mutation
nachzuweisen. Ebenfalls zum Spleil3-Apparat gehéren U2AF1 und ZRSR2. [5, 40]

DNA-Methylierung
Das TET2 Gen gehort zu den Proteinen, die in der Regulation der DNA-Methylierung

eine wichtige Rolle spielen und flhrt zu einer erhéhten Selbsterneuerung und Teilung
der Zelle, wenn es mutiert ist. Es ist mit 15-25% eines der haufigsten mutierten Gene
bei Patienten mit MDS und mit dem Vorliegen des Subtyps einer CMML assoziiert.
[37, 45]

Die DNA-Methyltransferasen sind bei Ablaufen wie der Inaktivierung des X-
Chromosoms, der Zelldifferenzierung, Proliferation und Apoptose von essenzieller
Bedeutung. Fast jeder zehnte Patient mit MDS weist eine Mutation von DNMT3A auf.
Beim Progress in eine AML ist es sogar jeder dritte Patient. Insgesamt ist diese

Mutation mit einem schlechten Overall Survival assoziiert. [46]

Histon-Modifikation

Die Aufgabe des ASXL1 Gens liegt in der Modifikation von Histonen. Dies sind

basische Proteine, auf denen die DNA aufgewickelt wird. Es ist mit ca. 20% eines der
haufig mutierten Gene bei MDS und sowohl mit einem schlechten Outcome als auch
haufigen Ubergang in eine AML verbunden. [4, 47]

Die Histon-Methyltransferase wird von EZH2 kodiert, welches mit 3-8% aller MDS Falle
deutlich seltener mutiert vorliegt als der Gruppenpartner ASXL1. Die Prognose ist bei
vorliegender Mutation dennoch genauso mit einem schlechten Uberleben assoziiert.
[4, 48]
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Transkriptionsfaktoren

Die Aktivierung der RNA Polymerasen, welche an der Transkription von DNA zu
MRNA beteiligt sind, werden durch sogenannte Transkriptionsfaktoren gesteuert. Der
Transkriptionsfaktor TP53 nimmt als Tumorsuppressor eine Schltsselfunktion in der
Zellzyklusregulation ein und wird auch ,Wachter des Genoms* genannt. Wenn dieses
Gen nun mutiert vorliegt, kann es seiner physiologischen Aufgabe nicht mehr
nachgehen und bei weiteren Zellschaden somit die Zellteilung nicht unterbinden. Dies
konnte ein Grund fur die haufige Co-Existenz von TP53 Mutationen und komplexen
Karyotypen bei Patienten mit MDS sein. Insgesamt ist diese Mutation bei ca. 10% der
MDS Patienten zu finden und mit einem verklUrzten Gesamtuberleben assoziiert.
Aulerdem sind Blastenexzess und eine Thrombozytopenie haufig bei diesen
Patienten zu finden. [4, 38]

RUNX1 reguliert als Transkriptionsfaktor die Differenzierung von blutbildenden Zellen.
10-15% aller Patienten mit einem MDS haben einen positiven Nachweis einer RUNX1
Mutation. Diese Aberration reduziert sowohl die Uberlebenszeit der Patienten als auch
den Zeitraum bis zum Progress in eine AML. Haufig treten sowohl eine
Thrombozytopenie als auch ein Blastenexzess auf. [4, 37]

Signaltransduktion

Um Informationen zwischen Zellen und innerhalb einer Zelle austauschen zu kdnnen
sind Signalmolekule fur die Zellkommunikation wichtig. Die Mutation von JAK2 ist vor
allem mit myeloproliferativen Erkrankungen assoziiert, da der Signalweg uber die
Janus-Kinase 2 als Rezeptor zu diesem Zeitpunkt dauerhaft aktiv ist und zu einer
unkontrollierten Zellproliferation fuhrt. Bei Patienten mit JAK2 Mutation wird sehr oft
eine Thrombozytose diagnostiziert. [38, 49, 50]

Eine CBL Mutation steht mit einem schlechtem Krankheitsverlauf in Verbindung.
Pathophysiologisch ist dabei die Zellkommunikation Uber den Kinase-Signalweg
gestort. Daher prasentieren sich die entsprechenden Patienten vor allem mit
proliferativen Merkmalen und dem Subtyp CMML. Auferdem wird haufiger eine

Linksverschiebung, Monozytose und Fibrose festgestellt. [38, 51]
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Tabelle 1.8-2: somatische Mutationen bei MDS

Gruppe je nach Funktion Mutation | Prognose | Inzidenz bekannte Assoziationen und Quellen
. Ringsideroblasten, [5, 40-42, 52],
_209,
Splicing SF3B1 gut 15-30% Dyserythropoese, Thrombozytopenie [53]
SRSF2 schlecht 5-10% (BJII\E/‘I;\{I;ELQS,[%] TBLi““nare Dysplasien und
U2AF1 schlecht 5-10% [[40]
ZRSR2 5%
DNA-Methylierung DNMT3A schlecht 5-10% |5, 46]
IDH1/2 4-5%
TET2 15-25% |CMML [37, 53, 54]
. _— Blastenexzess, Thrombozytopenie,
- _909
Histon-Modifikation ASXL1 schlecht 10-20% Leukozytose [4, 53]
EZH2 schlecht 3-8% |4, 48]
Transkriptionsfaktor BCOR schlecht 5-6%
ETV6 schlecht 3% [4]
RUNX1 schlecht 10%  |Blastenexzess und Thrombozytopenie [4, 5, 37]
komplexe Karyotypen, Blastenexzess und
_109
TPS3 schlecht | 5-10%  tiyrombozytopene [4, 5, 37]
Cohesin Molekiile STAG2 <10%
Signalmolekiile CBL schlecht <5%  |CMML, MDS/MPN [51, 53]
JAK2 2-10%  |Thrombozytose und MPN [4, 5, 37, 49, 53]
NRAS schlecht <5%
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1.9 Fragestellung

Bisher stehen lediglich begrenzt Daten von Patienten mit MDS zur Verfugung, die eine
Beziehung zwischen somatischen Mutationen und klinischen Parametern, wie zum
Beispiel dem Blutbild, der Zellularitat oder dem Anteil an Blasten im Knochenmark
aufzeigen. Der prognostische Einfluss auf den Krankheitsverlauf bei Vorliegen einer
Mutation ist hingegen schon langer bekannt. [4]

Es stellt sich daher die Frage, inwiefern bei Vorliegen einer entsprechenden Mutation
der Krankheitsverlauf, und dadurch auch die Prognose, durch Auspragung klinischer
Faktoren bestimmt wird. Auch die Frage der Zusammenhange von somatischen
Mutationen und zytogenetischen Veranderungen ist bis jetzt nur unzureichend
untersucht. Aus diesem Grund sollte der prognostische Einfluss somatischer

Mutationen, unabhangig vom zytogenetischen Bild des Patienten Uberprift werden.

Daraus sind folgende Fragen zustande gekommen, die anhand von 878 Patienten aus

dem Dusseldorfer MDS-Register diskutiert werden:

1. Gibt es Phanotyp-Genotyp-Korrelationen bei speziellen somatischen
Mutationen und krankheitsbezogenen Parametern von Patienten mit MDS?

2. Treten somatische Mutationen Uberzufallig haufig im Kontext zytogenetischer
Aberrationen auf?

3. Ist die klinische Prasentation von Patienten mit MDS abhangig vom Vorliegen

von somatischen Mutationen?

Zudem soll die Existenz von Korrelationen zwischen verschiedenen somatischen Co-

Mutationen uberpruft werden, die Uberzufallig gemeinsam auftreten.
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2 Material und Methoden

2.1 Angaben zu Patienten

In dieser Dissertation wurden die Daten von 878 Patienten aus dem Dusseldorfer
MDS-Register, die mindestens eine Analyse von potenziellen somatischen Mutationen
vorwiesen, retrospektiv untersucht. Alle Patienten aus dem Register wurden zuvor
anhand zytologischer Befunde auf Grundlage der aktuellen Diagnosekriterien nach
WHO 2016 gruppiert, um in das Register aufgenommen zu werden. [19] Die
Patientenkohorte lasst sich in 534 Manner (60,8%) und 344 Frauen (39,2%) aufteilen.
Dieses Patientenkollektiv war bei Erstdiagnose im Durchschnitt 66,2 Jahre alt. Weitere
Merkmale der Kohorte sind in Kapitel 3.1 aufgelistet. Von den 878 Patienten, die alle
mindestens eine Analyse eines genetischen Markers bekommen haben, wurde bei
192 Patienten ein ganzes Gen-Panel (dies beschreibt eine Hochdurchsatz
Sequenzierungsmethode, bei der viele Gene gleichzeitig analysiert werden) mit 54
Genen analysiert. Jedem Patienten aus dem Register ist eine eindeutige Patienten-
Identifikationsnummer zugeordnet, sodass die Daten komplett anonymisiert werden
konnten.

Alle Patienten, die vor 2005 verstorben sind und Patienten, die mit Erstdiagnose vor

2005 keine Analyse des Karyotyps erhalten haben, wurden zu Beginn aussortiert.

2.2 Erhobene Daten

2.2.1 Klinische und patientenbezogene Daten

Zunachst erfolgte die Zusammenstellung fur die Fragestellung geeigneter Parameter
und die Entwicklung eines Datensatzes zur Erfassung dieser benotigten Parameter.
Folgende, sowohl klinische als auch demographische, Patientendaten wurden
zusammengetragen:

Allgemeines: Patienten-ID, Geburtsdatum, Diagnosedatum, Sterbedatum, Datum des

letzten Follow-up, Ubergang in eine AML incl. Datum, Alter bei Erstdiagnose,
Geschlecht, Unterscheidung zwischen primarem und sekundarem MDS,
Komorbiditaten, WHO 2016-Klassifikation, Prognosescore nach IPSS-R

klinische Parameter: wie zum Beispiel Infektzeichen, Fieber, Blutungszeichen,

Symptome bei Erstdiagnose (Leber, Milz, Lymphknoten vergrof3ert und palpabel)

Zytogenetik und Molekulargenetik: Karyotypen und die 55 eingeschlossenen Gene

bei Erstdiagnose und ggf. im Verlauf
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Laborwerte: u.a. Hamoglobin, Thrombozyten, Leukozyten, absolute Zahl neutrophiler
Granulozyten (ANC), LDH
Zytologie/ Histologie: Blasten in der KM-Zytologie, KM-Histologie, KM-

Immunzytologie, Blasten in der Zytologie und Immunzytologie aus dem peripheren
Blut, Zellularitat und Vorliegen einer Fibrose im Knochenmark

Therapie: Allogene Stammzelltransplantation, Chemotherapie, Lenalidomid,
Chelationen,  Erythropoese-stimulierende  Substanzen,  Transfusionen  bei

Erstdiagnose oder im Verlauf

Um sich in der Diskussion eindeutig auf die Variablen beziehen zu kdénnen, erfolgte
eine Einteilung in Gruppen und gleichzeitig eine Codierung jeder einzelnen Variable.
Die erste Ziffer beschreibt die Qualitat der Variable. Kontinuierliche Parameter werden
mit eins, kategorielle mit zwei beschriftet. Die zweite Ziffer bestimmt die Zuordnung zur
Gruppe. Es gibt Gruppen, wie beispielsweise Allgemeines, Blut Zytologie,
Laborparameter etc. von eins bis zwolf. Eine jede Variable bekommt innerhalb ihrer
Gruppe eine fortlaufende Nummer. Fur den Hamoglobinwert ergibt sich zum Beispiel
folgende Codierung: 1.6.12, da es sich um einen kontinuierlichen Parameter handelt
(1.X.X), der zu den Laborparameter zahlt (1.6.X) und innerhalb dieser Gruppe an 12.

Stelle kommt. Die Tabellen mit allen Variablen finden sich in Kapitel 3.1.2.

2.2.2 Nachsorge/ Krankheitsverlauf

Zum Ende der Datenaufbereitung wurden Follow-up-Daten erhoben. Es wurde
uberpruft, ob die Patienten zum Untersuchungszeitpunkt noch lebten oder bereits
verstorben sind. Daflr wurde die Klinikdatenbank medico und die Akten des
Dusseldorfer MDS-Registers hinzugezogen. In den Fallen, in denen keine aktuellen
Informationen vorlagen, wurden Hausarzte, peripher versorgende Krankenhauser und
Einwohnermeldeamter kontaktiert. Das Ende der Datenerhebung flr die retrospektive
Analyse fand am 29.03.2019 statt.

Die Variablen 1.1.4 und 1.1.5 sind sogenannte Zeitvariablen. Die AML-Transformation
(1.1.4) beschreibt den Zeitraum von Erstdiagnose bis zum Ubergang in eine AML und
das Gesamtliberleben (1.1.5) bezeichnet den Zeitraum von Erstdiagnose bis zum
Sterbedatum, falls der Patient bereits verstorben ist. Diese Zeitvariablen sind fur die
Berechnung der Prognose im Sinne der Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier (siehe

Kapitel 3.2 und 3.3) essenziell.
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2.2.3 Methoden der Datenerhebung

Es erfolgte die strukturierte Dokumentation in Excel von hamatologischen,
zytomorphologischen, histomorphologischen, zytogenetischen und molekular-
genetischen Parametern der entsprechenden Patienten im Zeitraum von Januar 2018
bis Marz 2019.

Im Januar 2018 wurde fur diesen Zweck ein Datensatz von allen zu dem Zeitpunkt im
MDS-Register dokumentierten Patienten (6600 Patienten) erstellt.

Aus verschiedenen Quellen (wie zum Beispiel dem MDS-Verbund-
Forschungsprojektes) konnten nun fehlende Informationen (v.a. uber zytogenetische
und molekulargenetische Parameter) erganzt werden.

Zusatzlich wurde in den Akten der hamatologischen Ambulanz gezielt nach Patienten
mit neu gestellter MDS-Diagnose gesucht und die Ergebnisse aktueller Genanalysen
ubernommen.

Im letzten Schritt konnten Chromosomensatze bei Erstdiagnose, die im Institut far
Humangenetik der Uniklinik Dusseldorf bestimmt wurden, mit den Informationen aus
dem MDS-Register verglichen und erganzt werden. In der Regel wurden
Chromosomenanalysen innerhalb von drei Monaten nach der Erstdiagnose
angefertigt. Nur in wenigen Fallen fanden die Analysen als Verlaufskontrolle statt. Die
Dokumentation umfasste maximal funf Karyotypen im Verlauf (zusatzlich zum initialen
Chromosomensatz bei Erstdiagnose). Dokumentiert wurde nach der ISCN
(International System of Cytogenetic Nomenclature, siehe Kapitel 2.4). Karyotypen mit
Analysedatum vor Erstdiagnose wurden nicht festgehalten.

Der letzte Datenexport aus dem MDS-Register erfolgte Ende Februar 2019 mit 7619
Patienten. Die Differenz der Patienten zu dem Export von Januar 2018 wurde mit
denselben Quellen wie oben beschrieben erganzt. Im Anschluss wurden die Patienten
in zwei Gruppen geteilt, die einen ohne Genanalyse und die anderen, die Daten Uber
mindestens eine Genanalyse vorweisen konnten. Patienten ohne Daten zu
somatischen Mutationen wurden in die folgenden statistischen Analysen nicht mit

eingebunden.

17



2.3 Differentialblutbild und Zytologie

Im Labor fur Hamatologie der Uniklinik Dusseldorf wurden die zytomorphologischen
Parameter erhoben. Die histomorphologischen Parameter wurden im Institut fur

Pathologie von Frau Prof. Rudelius ermittelt (Leitung: Frau Prof. Dr. Esposito).
2.4 Zytogenetische Analysen

Die zytogenetischen Untersuchungen bei Erstdiagnose fanden an der Uniklinik
Dusseldorf im Institut der Humangenetik (Leitung: Frau Prof. Dr. Wieczorek) durch
Frau Dr. Hildebrandt und Frau Dr. Betz statt. Die Analyse der Zytogenetik erfolgte nur
dann in einem externen Labor, wenn die Erstdiagnose nicht im Universitatsklinikum
Dusseldorf gestellt wurde. Die Chromosomenanalysen, auch Karyotypisierung
genannt, werden nach ISCN mit internationaler Gultigkeit angegeben. Im Zuge dessen
ist fir ein valides Ergebnis die Analyse von 20-25 Metaphasen nétig. [55] Dies ist in
den allermeisten  Fallen (421 von 492  Patienten) gewahrleistet.
Um die Vollstandigkeit des Datensatzes weiterhin bestehen zu lassen, flossen auch
die 77 Patienten mit weniger Metaphasen ein.
Die Notierung der Karyotyp-Formel findet nach einem festgelegten Schema statt.
Zuerst wird die Anzahl der Chromosomen angegeben, es folgt die Nennung der
Geschlechtschromosomen und anschlieend werden die Chromosomenaberrationen
aufgelistet. Als Letztes wird die Anzahl der untersuchten Metaphasen in eckigen
Klammern notiert.
Zytogenetische Aberrationen lassen sich in  numerische und strukturelle
Veranderungen aufteilen. Zu den numerischen Aberrationen zahlen der Zugewinn
oder Verlust eines Chromosoms im Vergleich zum normalen doppelten
Chromosomensatz einer gesunden Korperzelle. Strukturelle Aberrationen betreffen
nicht ein ganzes Chromosom, sondern lediglich ein oder mehrere Abschnitte eines
Chromosoms. Dazu zahlen der Verlust von genetischem Material, eine Drehung um
180° eines Genabschnittes, ein Austausch zwischen Chromosomen, eine Deletion,
eine Translokation, eine Inversion oder die Ausbildung eines Isochromosoms durch
Quer- statt Langsteilung. [56] Fur dies gibt es eine vorgegebene Nomenklatur.
Schreibweise fur eine numerische Aberration: 45, X, -Y [20] oder 47, XY, +8 [22]
Schreibweise fur eine strukturelle Aberration: 46, XY, der (11)t(3;11) (q13; q22) [18]
Bei hamatologischen Erkrankungen ist die Karyotypisierung der Patienten bei
Erstdiagnose obligater Bestandteil der Diagnostik und zeigt im Falle eines aberranten
Chromosomensatzes den klonalen Charakter der Erkrankung. Aufderdem kann unter
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Einordnung des Karyotyps in verschiedene Kategorien eine Einschatzung bezuglich
der Prognose und damit der empfohlenen Therapien stattfinden. [36]

Fir die Chromosomenanalysen wurde von den Patienten 5-10 ml heparinisiertes
Knochenmark oder, falls dies nicht moglich war, 3-10 ml peripheres Heparinblut
abgenommen. Innerhalb von 24 Stunden mussten diese Proben das Labor erreicht
haben, damit fur die Untersuchung noch vitale Zellen vorhanden sind.

Um die Zellen in der Metaphase zu arretieren, wurden die eingesandten Proben mit
Colcemid, einem Colchicin-Derivat, behandelt. Falls notwendig konnte die Anzahl, der
sich in Teilung befindlichen Zellen, durch Stimulation erhoht werden. Fur die Fixierung
wurde eine Methanol-Eisessig-Losung genutzt. Im Anschluss wurden mittels
Farbungen, wie zum Beispiel der Quinacrin- oder Giemsafarbung, die verschiedenen
Banden der Chromosomen sichtbar gemacht. Aufgrund des unterschiedlichen
Farbeverhaltens der Banden lassen sich die Chromosomen identifizieren.

2.5 Molekulargenetische Analysen

Der Grofteil der molekulargenetischen Untersuchungen fand im Institut der
Humangenetik der Universitatsklinik Dusseldorf im Rahmen der Routinediagnostik
(Einzelanalysen oder 16 bzw. 54 Gen-Panel) statt. AuRerdem konnten im Jahr 2013/14
durch das MDS-Verbund-Forschungsprojektes (von der Deutschen Krebshilfe
gefordert) Proben von ca. 100 Dusseldorfer MDS-Patienten zur Medizinischen
Hochschule Hannover (Leitung: Frau Prof. Dr. F. Thol) geschickt und dort analysiert
werden.

Die Analyse wurde jeweils mit der gleichen Methode und in der Regel bei Erstdiagnose
durchgefuhrt. Nur in Ausnahmefallen wurden diese Daten wahrend einer
Verlaufskontrolle erhoben.

Es existieren verschiedene Gen-Panels, die sich lediglich in der Anzahl der zu
analysierenden Gene unterscheiden. Einzelne Gene werden nicht Uber ein Panel
untersucht. In diesem Patientenkollektiv sind sowohl Patienten mit Einzelanalysen
eingeschlossen als auch Patienten, bei denen ein ganzes Gen-Panel ermittelt wurde.
Aus dem langen Beobachtungszeitraum ergibt sich, dass nicht bei allen Patienten alle
Genanalysen durchgefuhrt wurden. Vor wenigen Jahren war die Methode der Next-
Generation-Sequencing (NGS) noch nicht ausreichend etabliert, als dass sie

routinemaRig bei allen Patienten durchgefuhrt wurde. [57]
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Die Gene des kleineren 16 Gen-Panels sind in der Auflistung unterstrichen. Folgende
molekulargenetischen Analysen waren in dem grof3ten Panel enthalten:

ABL, RUNX1, ASXL1, ATRX, BCOR, BCORL, BRAF, CALR, CBL, CBLB, CBLC,
CDKNZ2, CEBPA, CSF3R, CUX1, DNMT3A, ETV6, EZH2, FBXW7, FLT3, GATA1,
GATA2, GNAS, HRAS, IDH1, IDH2, IKZF1, JAK2, JAK3, KDMB6A, KIT, KMT2A, KRAS,
MLL, MPL, MYD88, NOTCH, NPM1, NRAS, PDGFR, PHF6, PTEN, PTPN1, RAD21,
SETBP, SF3B1, SMC1A, SMC3, SRSF2, STAG2, TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2.

Dabei stellt das Gen MLL eine Ausnahme dar, da es in der aktuelleren 54 Gen-Panel

Diagnostik nicht mehr enthalten ist. Fruher wurde diesem Gen eine besondere
Bedeutung bei Patienten mit MDS zugesprochen. [58] Dementsprechend ist es sowohl
im alteren 16 Gen-Panel als auch im Rahmen von Einzelanalysen gelegentlich

untersucht worden.

FUr die molekulargenetischen Analysen wurden 5-10 ml antikoaguliertes Blut oder
Knochenmark entnommen. Zuerst erfolgte eine Lyse der Erythrozyten, um die
Leukozyten zu isolieren und diese in den folgenden Schritten genauer untersuchen zu
konnen. Danach wurden auch die Leukozyten lysiert, um ausschlieRlich DNA zu
erhalten. Das Next Generation Sequencing ist eine Hochdurchsatz
Sequenzierungsmethode. Dabei kdnnen mehrere hunderttausend Genombereiche in
kurzer Zeit analysiert werden. Da bei den meisten Erkrankungen, wie auch dem MDS,
nicht nur ein Gen, sondern viele verschiedene Gene eine Rolle spielen kdnnen,
werden viele relevante Gene gleichzeitig untersucht. Diese Art der NGS wird Gen-
Panel genannt.

Es gibt verschiedene Anbieter des Next Generation Sequencing. Die Analyse des 54
Gen-Panels war von der Firma Illumina und beinhaltet vier Schritte. Das altere 16 Gen-
Panel von der Firma Roche basiert auf dem gleichen Verfahren.

Als erstes ist die Sample Preparation, sprich die Vorbereitung der DNA-Proben,
notwendig. Es folgt die Vervielfaltigung (Cluster Generation) der Proben, welche auch
Amplifikation genannt wird. Nun findet durch sequencing-by-synthesis mit einem
MiSeq-System nach Herstellerempfehlung (lllumina, San Diego, CA, USA) die

Sequenzierung statt. Im letzten Schritt werden die Daten analysiert. [59-61]
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2.6 Statistik

Die graphische und statistische Aufarbeitung der Daten erfolgte mittels des
Computerprogramms SPSS der Softwarefirma IBM in der Version 25.0 fur Windows.
FUr kontinuierliche Variablen wurden Mittelwert und Range, flr kategorielle Variablen
die absolute Anzahl der Patienten und die relative Haufigkeit pro Gruppe errechnet.
Die Haufigkeiten der kategoriellen Variablen wurden mittels Pearson Chi Quadrat Test
miteinander verglichen und in Form von Kreuztabellen dargestellt.

Besonderer Fokus lag hierbei auf moglichen Korrelationen zwischen molekular-
genetischen Parametern und klinischen sowie hamatologischen Parametern.

Um die Mittelwerte von zwei kontinuierlichen Variablen miteinander zu vergleichen,
wurde fur normalverteilte Variablen ein t-Test und fur nicht-normalverteilte Variablen
der non parametrische Mann-Whitney-U-Test genutzt. Gesamtliberleben und die Zeit
bis zu einer AML-Transformation wurden durch die Kaplan-Meier-Methode analysiert.
Wenn bei Patienten kein Sterbedatum, kein AML-Ubergang vorliegt oder sie in dem
Untersuchungszeitraum noch lebten, so wurden sie in der jeweiligen Rechnung
zensiert. Um die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von zwei Gruppen (beispielsweise
Gen mutiert und Gen nicht mutiert) zu vergleichen, wurde der Log-Rank-Test genutzt.
Flr die multivariate Analyse des Datensatzes wurde die Proportional Hazard
Regression nach Cox verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde fur alle Analysen auf a= 0,05 festgelegt. Ein Ergebnis gilt
als hochst signifikant, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001 ist und als sehr

signifikant, wenn p < 0,05. Alle Werte = 0,05 werden als nicht signifikant gewertet.

2.7 Ethikvotum

Die positiv bewerteten Ethikvoten mit der Nummer 3008, 3768 und 3973 bilden die
Grundlage fur die Datenzusammentragung und die mit diesen Daten durchgefuhrten
Analysen. Die Patienten haben nach ausfuhrlicher Aufklarung schriftlich in die

Genanalysen, nach den Grundsatzen der Deklaration von Helsinki, eingewilligt.
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3 Ergebnisse

3.1 Merkmale der Patientenkohorte

Insgesamt wurden die Daten von 878 Patienten in die Analysen eingeschlossen, bei
denen im Zeitraum von 1986 bis 2019 die MDS-Diagnose gestellt wurde. Eine

vollstdndige Ubersicht mit allen eingeschlossenen Variablen findet sich unter 3.1.2.

Bei 775 Patienten (88,3%) lag ein primares MDS vor. Bei 92 Patienten (10,5%) ein
sekundares und fur 11 Patienten (1,3%) folgte die Diagnose auf eine andere
hamatologische Erkrankung.

Zum Zeitpunkt der letzten Nachbeobachtung Ende Marz 2019 betrug der Anteil der
lebenden Patienten 73,3% (n=644). Es waren bereits 230 Patienten (26,2%) gestorben
und bei vier Patienten (0,5%) konnte der aktuelle Status nicht ermittelt werden, daher
gelten sie als ,lost-to-follow-up‘. Im Durchschnitt lebte diese Kohorte ca. 36 Monate bis
zur AML-Transformation bzw. 38 Monate, bis sie verstorben sind. Von den 878
Patienten haben 148 Patienten eine AML entwickelt (16,8%).

Alter und Geschlecht
Die Kohorte bestand aus 534 mannlichen Patienten (60,8%) und 344 weiblichen
Patientinnen (39,2%), welche im Durchschnitt 66,2 Jahre alt waren. Der jungste

Patient war zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 17 Jahre und der alteste Patient 91,2

Jahre alt.

WHO 2016 Klassifikation
Insgesamt konnten 827 Patienten zu einer der Subtypen der WHO Kilassifikation

zugeordnet werden. In 51 Fallen war dies nicht mdglich.

Der grofRte Subtyp mit fast 32% und 264 Patienten bildete die Mehrlinien-Dysplasie
ohne Ringsideroblasten (MDS-MLD). Es folgten die beiden Subtypen mit
Blastenexzess (EB1 und 2) mit 104 und 109 Patienten (12,6% und 13,2%).

Auch die ,Overlap’-Erkrankungen des myelodysplastischen/ myeloproliferativen
Ursprungs (CMML 0,1,2), lassen sich in der neuen Definition wiederfinden und sind in
dieser Kohorte mit 6,0%, 4,7% und 3,4% der Patienten vertreten. Der kleinste Subtyp
stellt die unklassifizierbaren MDS mit 1,2% bzw. 10 Patienten dar.
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Tabelle 3.1-1: Verteilung der Subtypen nach der WHO Klassifikation 2016

Anzahl %
Pat.

Teilmenge WHO 2016 827 100
MDS SLD 38 4,6
MDS MLD 264 31,9
del5q 27 3,3
MDS RS SLD 43 52
MDS RS MLD 44 53
MDS EB1 104 12,6
MDS EB2 109 13,2
AML (RAEB-T) 33 4,0
CMMLO 50 6.0
CMMLA 39 47
CMML2 28 3.4
MDS U 10 1,2
MDS/MPN RS T 14 1,7
MDS/MPN U 24 2,9
Fehlend 51

WHO 2016 Klassifikation

MDS/MPNRST  \MDS/MPN U
MDS U |

CMMLZ_\_\

CMML 1
CMMLO

MDS SLD

/—

MDS MLD
AML

MDS EB2

Del (5q)

MDS RS SLD

MDS EB1 MDS RS MLD

Abb. 3.1-1: Verteilung der Subtypen nach der WHO Klassifikation 2016

Klinische Parameter

Weitere Charakteristika der Kohorte wie zum Beispiel die Anzahl der Analysen, die
Anzahl der Mutationen pro Patient und Laborwerte, die im IPSS-R enthalten sind, sind

in Tabelle 3.1-2 zusammengefasst.
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Tabelle 3.1-2: Verteilung der wichtigsten klinischen Parameter

Gruppe Variable Teilmenge Mittelwert Median Std.-Abw. Minimum Maximum
1.1 Allgemeines |1 Alter bei Erstdiagnose 871 66,2 68,5 12,0 17 91,2
2 Analysen pro Pat 878 16,4 6,0 20,5 1 55
3 Analysen ohne Panel Pat 686 59 4,0 55 1 29
6 Mutationen pro Pat 878 12 1,0 1,2 0
7 Mutationen nur Panel Pat 192 1,8 2,0 1,5 0
1.5 KMZytologie |2 Blasten im KM 620 58 4,0 7,0 0 30
1.6 Labor 1 ANC 591 3564,8 18409 6303,1 40 71400
12 Hb 702 10,1 9,9 2,1 4,7 16,3
15 Leukozyten 695 69416  4000,0 10435,9 400 102000
30 Thrombozyten 705 185,7 119,0 202,8 5 2224

IPSS-R Prognosescore

Far 499 (56,8%) Patienten wurde bei der Erstdiagnose die Prognose mit dem jeweils
aktuell gultigen Score ermittelt. Der limitierende Faktor, um den IPSS-R fur einen
Patienten berechnen zu kdnnen besteht darin, dass nicht immer alle Informationen
uber die relevanten Parameter vorliegen. Die Aufteilung innerhalb des Scores gibt die

folgende Tabelle und das Diagramm wieder.

Tabelle 3.1-3:

Verteilung der Risikogruppen nach IPSS-R IPSS-R
Anzahl % Very high Very low
Pat. risk risk
Teilmenge IPSS-R 499 100
Very low risk 49 98
High risk
Low risk 186 37,3 e
Intermediate 127 25,5
High risk 83 16,6 .
Very high risk 54 10,8 Low risk
Fehlend 379 :
Intermediate
Abb. 3.1-2: Verteilung der Risikogruppen nach IPSS-R
Zytogenetik

Bei 115 Patienten (13,1 %) lag zum Zeitpunkt der Erstdiagnose keine zytogenetische
Information vor. FUr 763 Patienten (86,9 %) hat eine Analyse des Chromosomensatzes
rund um die Erstdiagnose stattgefunden. Von dieser Kohorte erfolgte bei 226 Patienten
zusatzlich eine erneute Chromosomenanalyse.

In Uber 60% (n=459) der Falle mit zytogenetischer Information konnte ein normaler

Karyotyp gefunden werden. Die Karyotypen wurden in folgende Kategorien eingeteilt:
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Tabelle 3.1-4: Verteilung der Karyotypen innerhalb der Studienpopulation

Anzahl Pat. %
Teilmenge ChromKateg. 763 100
Normal 459 60,2
Del(5q) 40 52
Del(7q) 1
del(11g23) 0,9
Del(20q) 14 1,8
inv(3)/ t(3;3) 2 0,3
Trisomie 8 29 38
diverse Anomalien 98 12,8
complex 79 10,4
minus Y 27 3,5
Fehlend 115

Chromosomen-Kategorien

10%

13%

4%

0%

2%
1%

1%
5%

Abb. 3.1-3: Verteilung der Chromosomen Kategorien

Mutationsstatus:

In dieser Kohorte wurden im Durchschnitt bei einem Patienten 16 Genanalysen
durchgefuhrt. Werden lediglich die Patienten betrachtet, die keine komplette Analyse

eines Gen-Panels bekommen haben, liegt der Mittelwert bei sechs Analysen pro

Patient.

Bei zwolIf Patienten wurde zusatzlich zu der ,groRen“ Gen-Panel-Analyse von 54

Genen auch das Gen ,MLL" analysiert. Dies stellt der kleine Balken bei 55 Analysen

dar.
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Abb. 3.1-4: Anzahl der Analysen pro Patient

Der Mittelwert der Anzahl an mutierten Genen liegt in der Gesamtkohorte bei 1,22 und
bei den Patienten mit Gen-Panel bei 1,82 (siehe Tabelle 3.1-2).

Gesamte Kohorte Panel-Patienten

2% 0%

4% mo 5% 1% mo
m1 w1l
33%
=2 m2
. 17% -3
18% =3
4
4
5
5
m6
34%
Abb. 3.1-6: Anzahl der Mutationen pro Patient (in Abb. 3.1-5: Anzahl der Mutationen pro Patient
der gesamten Kohorte) (nur die Panel-Patienten)
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3.1.1 Deskriptiver Teil zu Mutationshaufigkeit

Die beiden nun folgenden Tabellen geben zum einen die Anzahl der Analysen bzw.
die Anzahl an Mutationen pro Gen wieder (Tabelle 3.1-5). Zum anderen ist der relative
Anteil, das heil3t zu wie viel Prozent diese Gruppe mutiert ist in Tabelle 3.1-6
dargestellt.

Jede Zeile steht flr ein Gen. In der zweiten Spalte ist diejenige Teilmenge aufgefihrt,
bei der das Gen analysiert wurde. Spalte drei enthalt die Patienten mit vollstandiger
Panel-Analyse. Dementsprechend sind es immer 192 Analysen aul3er bei dem Gen
MLL (siehe Kapitel 2.1 und 2.5). Die folgenden Spalten stehen jeweils fur einen MDS-
Subtyp.

So kann abgelesen werden, dass bei insgesamt 485 Patienten die Analyse von
RUNX1 erfolgte (Tabelle 3.1-5, 3. Zeile, 2. Spalte Zahl in Klammern). Davon war bei
87 Personen (Tabelle I, gleiche Position, Zahl vor der Klammer) das Gen mutiert,

welches 17,9% entspricht (Tabelle 3.1-6, gleiche Position).

Insgesamt sind folgende Gene zu mehr als 5% mutiert (grun hinterlegt): RUNX1,
ASXL1, CBL, DNMT3A, ETV6, EZH2, JAK2, MLL, SF3B1, SRSF2, STAG2, TETZ,
TP53, U2AF1. Starke Abweichungen bei der Mutationshaufigkeit in Bezug auf die
entsprechende Teilmenge deuten auf eine ungleiche Verteilung der Patienten mit
Mutationen einzelner Gruppen hin. Dies wurde farblich mit orange (mind. 10 Patienten
mit Mutation) oder hell-orange (weniger als 10 Patienten mit Mutation, aber Tendenz
erkennbar) gekennzeichnet.

Alle nun folgenden Rechnungen wurden mit den 14 oben genannten Genen

durchgefuhrt, die zu mehr als 5% in dieser Kohorte mutiert sind.
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Tabelle 3.1-5: Anzahl der Mutationen (Analysen) pro Gen

1 Teilmenge  Panel MDSSLD MDSMLD del54 MDS  MDSRS MDSEB1 MDSEB2 AML CMMLO CMML1 CMML2 MDSU MDS/MPN MDS/MPN
RSSLD  MLD RST u

Analysen 192 38 264 27 43 44 104 109 33 50 39 28 10 14 24

ABL 0(205  0(192)

RUNX1 87(485)  29(192)  4(26)  21(153) 1(18) 16(62)  14(60) 4(20) 6(25) 10(22)  4(15) 1(5)

ASXL1 164 (590)  31(192)  7(27)  51(201) 3(15) 5(25)  8(27) 2(71) 1162 5(18) 15(32)  13(27)  9(21) 6 (14)

ATRX 0(192)  0(192)

BCOR 9(192)  9(192) 2 (11) 2 (24) 4(26)

BCORL 5(192)  5(192) 2 (54) 2 (24) 1(9)

BRAF 2(19)  2(192) 1(54) 1(24)

CALR 1(201)  1(192) 1(3)

CBL 20(389) 10 (192) 3(132) 2 (49) 1(38)  2(14) 4(23)  3(17)  3(15)

CBLB 0(192)  0(192)

CBLC 0(192)  0(192)

CDKN2 1(192)  1(192) 1(8)

CEBPA 7(209)  6(192) 2 (57) 1(8) 4(25)

CSF3R 5(19)  5(192) 1(54) 1(26) 1(5) 1(8)

CUX 6(193)  5(192) (11) 3(55) 1(26)

DNMT3A | 56(359) 21(192)  3(19)  15(129)  1(9)  2(11) 10(42)  10(40)  2(9) (19) 1(9) 1(5) 1(6)

ETV6 17 (245)  11(192) 568  1(12) 1(15) 3(29) 232 1(6) 2(13) 1(9) 1(4)

EZH2 53(514)  14(192)  5(26)  26(177) 2(21) 1(23) 4(66) 6(57)  2(15) 1(18)  3(18) 2 (10)

FBXW? 0(192)  0(192)

FLT3 4(246)  2(192) 1(26) 137) 2(12)

GATA1 0(192)  0(192)

GATA2 4(193)  3(192) 1(54) 2(27)

GNAS 1(192)  1(192)

HRAS 0(192)  0(192)

IDH1 13(333)  4(192) (118) (11) 3 (43) 2(37) (12)

IDH2 13(335)  4(192) 1(18) 2(118) 1(12) 1(43) 2 (36) (12) 2(12)

IKZF1 3(192)  3(192) 1(5) 2 (5)
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1b Teilmenge  Panel  MDSSLD MDSMLD del5y MDS MDSRS MDSEB1 MDSEB2 AML CMMLO CMML1 CMML2 MDSU
RSSLD  MLD RST

JAK2 50 (433)  1(192) 2 (22) 8(127)  1(1) 2(17)  3(17) 4 (47) 3(42) 1(10) 2(30)  2(25  1(19) 7(11)

JAK3 1(192)  1(192) 1(54)

KDM6A 1(192)  1(192) 1(54)

KIT 4(201)  3(192) 1(55) 1(9) 1(28)

KMT2A 1(194)  1(192) 1(24)

KRAS 14(361)  3(192) 1(126) 2 (46) 1(33) 5(4) 1(14)  2(16)

MLL 12(185)  0(12) 4.(84) 3(27) 3(16)  2(11)

MPL 2(216)  0(192) 1(64) 1(12)

MYD88 0(192)  0(192)

NOTCH 4(193)  4(192) 2 (54) 1(26)  1(5)

NPM1 13(352)  3(192) 1(44) 445 4(19)  1(17) (10) (16)

NRAS 17(381)  5(192) 1(21) 3 (47) 1(36) 4220 3(16)  5(17)

PDGFR 0(193)  0(192)

PHF6 5(194)  4(192) 1(54) 1(24) 1(26) 1(6)

PTEN 0(192)  0(192)

PTPN1 2(195)  2(192) 1(24) 1(5)

RAD21 0(192)  0(192)

SETBP 7(198)  7(192) 3 (54) 1(27) 1(10) 1(5)

SF3B1 141(471)  35(192)  4(21)  43(157)  2(11) 29(35)  25(37) 9 (52) 6 (45) (13)  4(20) 1(9) 9 (10)

SRSF2 67(360) 24 (192) 13 (124) 1(12)  4(16) 8 (40) 9(38)  3(10) 14(25)  5(15)  5(14)

SMC1A 0(192)  0(192)

sMc3 0(192)  0(192)

STAG2 10(193)  9(192) 2 (54) 1(8) 4(25) 1(26)

TET2 148 (459) 42(192)  6(22)  44(151) 1(10) 5(15  6(16) 13(58)  16(51) 2(13) 17(29) 14(26)  12(17) ) 1(4)

P53 67(593)  18(192)  3(28)  16(196) 3(26) 1(23)  4(30) 1(76)  20(75)  3(19) 1018)  2(9)

U2AF1 23(263)  11(192) 9 (74) 1(10)  2(16) 2(32) 3(36) 1(8) 1(7)

WT1 4(241)  3(192) 1(32) 2(29) 1(8)

ZRSR2 7(206)  6(192) 3 (60) 1(12) 1(6) 1(2)
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Tabelle 3.1-6: Anteil der Mutationen in %

2 Teilmenge Panel MDSSLD MDSMLD  del5q MDS MDSRS MDSEB1 MDSEB2 AML CMMLO CMML1 CMML2 MDSU  MDS/MPN  MDS/MPN
RS SLD MLD RST U

| | | | | | | | || | | | | |
--------- --——
-------------——
-------------——
M N ) A —
-------------——
-------------——
O 27 sy
e
-------------——

16,7

40,0
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2b Teilmenge  Panel  MDSSLD MDSMLD delsg  MDS MDS  MDSEB1 MDSEB2 AML CMMLO CMML1 CMML2 MDSU MDS/MPN  MDS/MPN
RSSLD RS MLD RS T u

JAK2 15 05 9,1 6,3 9.1 11,8 17,6 85 71 100 67 8,0 53 63,6 55,6

JAK3 05 05 19

KDM6A 05 05 19

KIT 2,0 16 18 111 3,6

KMT2A 05 05 4.2

KRAS 39 16 08 43 3,0 208 71 125

MLL 6,5 48 11,1 18,8 18,2

MPL 0,9 16 83

MYD88

NOTCH 21 2.1 37 38 200

NPM1 37 16 23 8,9 211 59 10,0 6,3

NRAS 45 26 48 6,4 28 18,2 188 29,4

PDGFR

PHF6 26 2.1 19 4,2 38 16,7

PTEN

PTPN1 10 10 4,2 20,0

RAD21

SETBP 35 3,6 56 37 10,0 20,0

SF3B1 299 18,2 19,0 27,4 18,2 82,9 67,6 17,3 133 77 200 11,1 90,0 11,1

SRSF2 18,6 12,5 10,5 83 25,0 20,0 237 300 | 560 333 35,7 20,0

SMC1A

sMc3

STAG2 5,2 47 37 12,5 16,0 38

TET2 322 219 273 29,1 10,0 333 375 24 314 154 586 538 706 143 25,0 333

P53 1.3 9,4 10,7 8,2 11,5 43 13,3 145 26,7 15,8 5,6 222 20,0

U2AF1 87 57 12,2 10,0 125 6,3 83 12,5 14,3 25,0

WT1 17 16 3,1 6,9 12,5

ZRSR2 34 3.1 5,0 83 16,7 50,0
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3.1.2 Ubersicht aller eingeschlossenen Variablen

Tabelle 3.1-7: Ubersicht (iber alle kontinuierlichen Variablen

Gruppe Variable Teilmenge Mittelwert Median Std.-Abw. Minimum Maximum
1.1 Allgemeines 1 Alter bei Erstdiagnose 871 66,2 68,5 12,0 17 91,2
2 Analysen pro Pat 878 16,4 6,0 20,5 1 55
3 Analysen ohne Panel-Pat 686 59 4,0 5,0 1 29
4 AML Transformation 834
5 Gesamtiiberleben 870
6 Mutationen pro Pat 878 1,2 1,0 1,2 0 6
7 Mutationen nur Panel Pat. 191 1,8 2,0 1,5 0 6
1.5 KMZytologie 1 eba 216 32,4 30,0 19,4 0 91
2 Blasten im KM 620 58 40 7,0 0 30
3 moz 191 4,6 2,0 7,6 0 55
4 ris 348 1,3 0,0 20,1 0 89
1.6 Labor 1ANC 591 3564,8 1840,9 6303, 1 40 71400
2 basophil 460 0,9 0,1 1,6 0 16
3 blaperi 406 1,7 0,0 5.2 0 58
4 crea 394 1,0 0,9 0,4 0,29 4,3
5 eosinoph 503 2,1 1,0 2,6 0 26
6 EPOSpiegel_initial 190 2238 715 390,7 1,2 2480
7 ery 487 3,0 3,0 0,9 1 6,01
8 ferritin 311 640,1 401,0 803,6 6,6 7999
9 FolatPI 123 10,2 8,9 5,2 24 20
10 GOT 321 26,1 23,0 13,5 0 124
11 GPT 339 26,4 20,0 20,2 5 191
12 Hb 702 10,1 9,9 2,1 47 16,3
13 hkt 501 30,5 30,0 6,1 16 49,9
14 1dh 497 2519 223,0 125,0 98 1323
15 Leukozyten 695 6941,6 4000,0 104359 400 102000
16 lymphabs 428 1489,5 1263,0 933,1 17 6000
17 lymphocy 559 33,1 31,0 17,6 1 88
18 MCV 566 126,7 95,4 165,2 64 1154,2
19 metamyel 228 0,9 0,0 2,3 0 15
20 monoabs 554 882,5 347,6 1944 4 15 26256
21 monocyte 564 11,4 8,6 9,5 1 565
22 MPV 102 10,4 10,4 1,4 6,1 13,5
23 myelocyt 240 1,2 0,0 3,7 0 35
24 NEUTRPRO 603 478 48,0 19,2 1 95
25 promyelo 217 0,2 0,0 1,1 0 13
26 retiabs 121 55,2 51,0 36,7 1 199
27 retipro 151 10,3 3,1 16,5 0 139
28 stabkern 393 25 1,0 42 0 41
29 segmentk 495 46,7 46,0 18,8 3 92
30 Thrombozyten 705 185,7 119,0 202,8 5 2224
31 Vith12 140 646,1 491,5 465,2 162 2000
1.11 Chromosomen 1 chrometa 526 21,2 21,0 47 1 35
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Tabelle 3.1-8: Ubersicht iiber alle kategoriellen Variablen

Gruppe Variable Teilmenge %n::::]? Kategorien der jeweiligen Variable
2.1 Aligemeines  [1 Geschlecht 878 100,0% m/w
2 primsek 878 100,0% prim/ sek/ nach hdm. Erkrankung
3 who2008 831 94,6% siehe Einleitung
4 who2016 827 94,2% siehe Einleitung
5 AMLU 878 100,0% ja/ nein
6 des 878 100,0% lebend/ lost to follow up/ tot
7 OUTCOME 455 51,8% lebend/ AML/ Infektion/ Blutung/ Herzinsuff./ unklar/ sonst.
8 MDSPRO 379 43,2% jal nein
9 MDSPro1 212 24,1% siehe WHO2008
2.2 Prognosescore [1 IPSS 200 22,8% low risk/ intermediate 1/ intermediate 2/ high risk
2 IPSS-R 499 56,8%  very low risk/ low risk/ intermediate/ high risk/ very high risk
3 ANCipssr 591 67,3% 0/0,5
4 BlastenKMipssr 620 70,6% 0/1/2/3
5 Chromipssr 763 86,9% very good/ good/ intermediate/ poor/ very poor
6 Hbipssr 702 80,0% 0/1/1,5
7 Thrombozytenipssr 705 80,3% 0/0,5/ 1
2.3 Histologie 1 histokmf 341 38,8% vorhanden/ nicht vorhanden
2 histomultilin 322 36,7% jal nein
3 histozel 365 41,6%  hypo-/ normo-/ hyperzellulér
4 histozellery 329 37,5% hypo-/ normo-/ hyperzellular
5 histozellgra 319 36,3%  hypo-/ normo-/ hyperzellular
6 histozellmega 317 36,1%  hypo-/ normo-/ hyperzellular
2.4. BlutZytologie [1 ani 305 34,7% vorhanden/ nicht vorhanden
2 bat 257 29,3% vorhanden/ nicht vorhanden
3 dev 212 24,1% vorhanden/ nicht vorhanden
4 die 229 26,1% vorhanden/ nicht vorhanden
5 fra 244 27,8% vorhanden/ nicht vorhanden
6 hpe 270 30,8% vorhanden/ nicht vorhanden
7 hpo 287 32,7% vorhanden/ nicht vorhanden
8 liv 204 23,2% vorhanden/ nicht vorhanden
9 meg 266 30,3% vorhanden/ nicht vorhanden
10 mic 273 31,1% vorhanden/ nicht vorhanden
11 ova 259 29,5% vorhanden/ nicht vorhanden
12 poc 263 30,0% vorhanden/ nicht vorhanden
13 poi 288 32,8% vorhanden/ nicht vorhanden
14 psp 218 24,8% vorhanden/ nicht vorhanden
15 tan 226 25,7% vorhanden/ nicht vorhanden
16 thy 216 24,6% vorhanden/ nicht vorhanden
17 tmi 224 25,5% vorhanden/ nicht vorhanden
18 tre 254 28,9% vorhanden/ nicht vorhanden
19 tri 234 26,7% vorhanden/ nicht vorhanden
2.5 KMZytologie (1 abk 441 50,2% -/ (+)/ +und ++
2 Auerstabchen 453 51,6% vorhanden/ nicht vorhanden
3 dyery1 254 28,9% vorhanden/ nicht vorhanden
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Gruppe Variable Teilmenge 'L};n:z:r:? Kategorien der jeweiligen Variable
4 dygra1 234 26,7% vorhanden/ nicht vorhanden
5 dymega1 229 26,1% vorhanden/ nicht vorhanden
6 eam 442 50,3% vorhanden/ nicht vorhanden
7 ehy 422 48,1% vorhanden/ nicht vorhanden
8 eik 445 50,7% vermindert-fehlend/ normal/ gesteigert/ massiv gesteigert
9 eka 454 51,7% -/ (+)/ +und ++
10 ekb 415 47,3% -/ (+)/ + und ++
11 ekf 454 51,7% -/ (+)/ +und ++
12 ers 468 53,3% vorhanden/ nicht vorhanden
13 ezv 420 47,8% vorhanden/ nicht vorhanden
14 ghy 426 48,5% vorhanden/ nicht vorhanden
15 gli 474 54,0% vorhanden/ nicht vorhanden
16 hgl 458 52,2% vorhanden/ nicht vorhanden
17 hps 412 46,9% vorhanden/ nicht vorhanden
18 hym 425 48,4% -/ (+)/ + und ++
19 kzz 521 59,3%  hypo-/ normo-/ hyperzellular
20 lymphos 349 39,7% vorhanden/ nicht vorhanden
21 makroery 276 31,4% vorhanden/ nicht vorhanden
22 mek 422 48,1% -/ (+)/ + und ++
23 met 428 48,7% -/ (+)/ +und ++
24 mmk 466 53,1% -/ (+)/ + und ++
25 mnm 463 52,7% -/ (+)/ +und ++
26 moe 125 14,2% negativ/ positiv
27 mono 321 36,6% vermehrt/ nicht vermehrt
28 mulitli2 155 17,7% jal nein
29 plasma 333 37,9%  vermehrt/ nicht vermehrt
30 pra 348 39,6%  vermehrt/ nicht vermehrt
31 pse 469 53,4% vorhanden/ nicht vorhanden
32 rem 424 48,3% -/ (+)/ + und ++
33 ringside 393 44.8% vorhanden/ nicht vorhanden
34 zem 444 50,6% hypo-/ normo-/ hyperzellular

2.6 Labor 1 zytopenieform 474 54,0% é;ﬁ?y-tégnﬁgfﬁgfh@/ﬂ{grombop. (3)/ 142/ 143/ 243/

2.7 Comorbiditaten [1 comoendo1 340 38,7% jal nein
2 comogastro1 328 37,4% jal nein
3 comoherz1 467 53,2% jal nein
4 comoimmuni1 303 34,5% jal nein
5 comoleber1 395 45,0% ja/ nein
6 comolunge1 405 46,1% ja/ nein
7 comoneuro1 307 35,0% ja/ nein
8 comopsych1 298 33,9% jal nein
9 comorenal1 390 44.4% jal nein
10 comorheuma1 301 34,3% jal nein
11 comotumor1 416 474% jal nein
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Anteil an

Gruppe Variable Teilmenge Ge Kategorien der jeweiligen Variable

samt
2.8 Klinik 1AZ 267 30,4% gut/ ausreichend/ reduziert/ stark reduziert
2 Anamiesympt.init. 304 34,6% jal nein
3 Fieber 243 27,7% jal nein
4 HDinitial 297 25.9% Eiiﬁc&i)?rr:; rI]-Idaeenmaturie/ Epistaxis/ GI-Blut./ Retinablut./
5 Infektanfalligkeit 241 27,4% respiratorisch/ Harnwege/ sonstiges/ nicht vorhanden
6 Leber 228 26,0% verkleinert/ normal/ bis 2cm untern RB/ >2cm unterm RB
7 LKschwellunglnit. 267 30,4% vorhanden/ nicht vorhanden
8 Milz 261 29,7% normal/ bis 2cm untern RB/ >2cm unterm RB/ Riesenmilz
9 Thromb.emb.E. 194 22,1% TBVT/ LAE/ TIA/ sonstiges/ AVK/ nicht vorhanden
2.9 1 alkyli 32 3,6% jalnein
Grunderkrankungen

M. Hodgkin/ NHL/ Myelom/ MGUS/ MammaCA/ ThyroidCA/
benigne/ divers/ OvarialCA/ RectumCA/ Polyarthritis/

2 grundkra 113 12,9% LarynxCA/ ColonCA/ M.Wegner/ AML/ BronchialCA/
ProstataCA/ unbekannt/ M.Basedow/ apl.Anamie/
Oligoastrozytom

3 noxe 96 10,9% Chemo/ Radio/ Radioiod/ Chemo u. Radio/ divers/ unb.
2.10 Therapie 1 ARA 274 31,2% jal nein

2 AZA 355 40,4% jal nein

3 DECI 110 12,5% ja/ nein

4 DESF 276 31,4% jal nein

5 Eltrombopag 242 27,6% jal nein

6 EPOT 366 41,7% jal nein

7 EXJADE 304 34,6% ja/ nein

8 GCSF 264 30,1% ja/nein

9 HYDROXYU 298 33,9% jal nein

10 LENA 287 32,7% jal nein

11 Zytostatika 8 431 gfgéril;;ﬁ:]gge;ﬁzrgéoggs s %Er?lltctiilrﬁg?nci;rﬁ,xfé/ Litalir

12 Induktion 42 4,8% jal nein

13 PBSCTgenau 678 77,2% keine/ allogen KMT/ allogene SZT

14 pbsct 878 100,0% transplantiert/ nicht transplantiert

15 transfusED 410 46,7% jal nein/ unbekannt

16 transfuVerlauf 387 44,1% jal nein/ unbekannt
2.11 Chromosomen|1 Chromosomen_Kateg.| 763 86,9% siehe Ergebnisse

2 ZYTOGENE bei ED 878 100,0% jal nein

3 ZYTOGENE im Verlauf| 240 27,3% jalnein
4 ZYTOGENE follow up 878 100,0% ja/ nein
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3.2 Uberleben der Patienten

3.2.1 Gesamte Kohorte

Von 878 eingeschlossenen Patienten verstarben bis zum Ende der Beobachtungszeit
230 Patienten (26,2%). Die mediane Uberlebenszeit der Kohorte betragt 109 Monate
also ca. 9,1 Jahre (95% Konfidenzintervall, Cl: 77-141 Monate).

Uberlebensfunktion

— 1 Uberlebensfunktion
10 % {— Zensiert

08 | %
06

04

Kumulatives Uberleben

02

0o

i} 100 200 300 400

Monate

Abb. 3.2-1: Kaplan Meier Uberlebenskurve der gesamten Kohorte

Die Tabelle unter 3.2.6 gibt eine Ubersicht bezlglich des Uberlebens dieses
Patientenkollektivs flr die einzelnen Variablen wieder. Im Folgenden werden die

signifikanten Uberlebenskurven genauer erlautert.
3.2.2 Risikoscore

Das mediane Uberleben je nach IPSS-R unterscheidet sich von der low risk-Gruppe
mit 109 Monaten (95% CI 37 - 180 Monate) bis zur very high risk-Gruppe mit 33
Monaten (95% CI 24 — 41 Monate) hoch signifikant (p-Wert <0,0001).

Fir die very low risk-Gruppe konnte kein medianes Uberleben errechnet werden, da

weniger als die Halfte der Patienten dieser Kohorte verstorben sind, und der Wert

somit noch nicht erreicht wurde.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 3.2-2: Kaplan Meier Uberlebenskurve nach Risikogruppen des IPSS-R

3.2.3 Anzahl der Mutationen

Je mehr Mutationen pro Patient vorlagen, desto schlechter war das mediane
Uberleben. Bei einem Nachweis von sechs Mutationen (berlebten Patienten im
Durchschnitt 17 Monate. Wenn keine Mutation nachgewiesen werden konnte, lag es
bei 141 Monaten (95% CIl 60 — 222 Monate, p=0,003). Wenn die Patienten nicht mit
einbezogen wurden, die transplantiert wurden, so ist der Unterschied noch eindeutiger
und mit p<0,0001 hoch signifikant.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 3.2-3: Kaplan Meier Uberlebenskurve Anzahl der Mutationen p. Pat.

Um Unterschiede im Uberleben deutlicher heraus arbeiten zu kénnen, wurde die
Anzahl der Mutationen in drei Gruppen einsortiert. Patienten mit keiner oder maximal
zwei Mutationen hatten ein medianes Uberleben von 141 Monaten (95% Cl 97— 186
Monate), Patienten mit drei Mutationen 74 Monate (95% CI 41 — 107 Monate) und
diejenigen mit 4 oder mehr Mutationen lebten im Median nur 33 Monate (95% CI 0 —
68 Monate). Dieser Unterschied ist mit p=0,002 signifikant.
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Abb. 3.2-4: Kaplan Meier Uberlebenskurve Anzahl der Mutationen p. Pat. gruppiert

3.2.4 Mutationsstatus ausgewahlter Gene

Patienten mit RUNX1 Mutation Uberlebten im Median 53 Monate (95% CI 11 — 95
Monate), im Vergleich zu den Patienten ohne diese Mutation, welche im Median 160
Monate uberlebten (95% CIl 106 — 2015). Dieser Unterschied ist mit p=0,008

signifikant.
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Abb. 3.2-5: Kaplan Meier Uberlebenskurve RUNX1
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Patienten ohne Mutation leben mit 141 Monaten (95% CI 91 — 191 Monate) deutlich
langer als diejenigen mit Mutationsnachweis im ASXL1 Gen mit 50 Monaten (95% CI
23 — 77 Monate). Dieser Unterschied ist mit p<0,0001 hoch signifikant.
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Abb. 3.2-6: Kaplan Meier Uberlebenskurve ASXL1

Auch hier Uberlebten Patienten bei Vorliegen einer EZH2 Mutation im Median karzer
mit 36 Monaten (95% Cl 20 — 52 Monate) als vergleichsweise Patienten ohne
Nachweis einer Genmutation mit 136 Monaten (95% CIl 94 — 179 Monate). Dieser
Unterschied ist mit p<0,0005 hoch signifikant.
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Abb. 3.2-7: Kaplan Meier Uberlebenskurve EZH?2

Im Gegensatz zu den bisher genannten Genen hatten Patienten mit einer SF3B1
Mutation ein langeres medianes Uberleben mit 193 Monaten (95% Cl 86 — 300
Monate), als die Patienten mit Wildtyp dieses Gens mit 109 Monaten (95% CI 59 — 159
Monate). Dieser Unterschied ist signifikant mit p=0,007.
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Abb. 3.2-8: Kaplan Meier Uberlebenskurve SF3B1
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Patienten mit TP53 Mutation starben fruher als ohne Mutation. Das Mediane
Uberleben liegt bei Wildtyp bei 141 Monate (95% CI 97 — 185 Monate) und bei
Vorliegen einer Mutation bei 28 Monate (95% CI 19 — 37 Monate). Dieser Unterschied
ist hoch signifikant mit p<0,0001.
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Abb. 3.2-9: Kaplan Meier Uberlebenskurve TP53

3.2.5 Vergleich der Anzahl der Mutationen mit SF3B1 als Sonderstellung

Die Anzahl der Mutationen hatte prinzipiell einen schlechten Einfluss auf die Prognose
der Patienten (siehe 3.2.3). Das bedeutet, dass Patienten mit steigender Anzahl der
Mutationen ein kirzeres medianes Uberleben vorwiesen. In dieser Kohorte wiesen
Patienten mit zwei Mutationen das langste Uberleben auf. AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass eine SF3B1 Mutation einen giinstigen Effekt auf die Uberlebenszeit hat.
Es besteht daher die Vermutung, dass der Grund fiir das langste Uberleben bei
Patienten mit zwei Mutationen das Vorliegen einer SF3B1 Mutation sein kdnnte. Um
das Problem der fehlenden Werte zu umgehen, wurden fur die folgenden Rechnungen
nur die Patienten eingeschlossen, bei denen das ganze Panel bestimmt wurde. Die
Patienten wurden in folgende sechs Untergruppen eindeutig eingeteilt:

1) keine Mutation 2) SF3B1 mutiert

3) eine Mutation, nicht SF3B1 4) zwei Mutationen, eine davon SF3B1

5) zwei Mutationen, davon keine SF3B1  6) mehr als zwei Mutationen
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Mit diesen sechs Kategorien ergeben sich 15 mdgliche Vergleiche. Folgende
Vergleiche (als Mutationskategorie bezeichnet) wurden ausgewabhit:
Mutationskategorie 1: Vergleich zwischen zwei Mutationen, eine davon SF3B1 und
zwei Mutationen, davon keine SF3B1. Patienten mit einer SF3B1 Mutation waren zu
6,7% verstorben, wohingegen der Anteil in der anderen Kategorie bei 25,8% lag
(p=0,109).

Mutationskategorie 2: Vergleich von Patienten mit zwei Mutationen, wovon eine
SF3B1 ist und den Patienten mit einer Mutation, die nicht SF3B1 ist. Hierbei verstarben
6,7% von der Kategorie mit zwei Mutationen, wohingegen 18,8% der Kohorte mit einer
Mutation, welche nicht SF3B1 ist, den Beobachtungszeitraum nicht Uberlebten
(p=0,195).

Mutationskategorie 3: Zwei Mutationen davon eine SF3B1 und keine Mutation im
Vergleich. Das Ergebnis war wie bei Kategorie 2. Die Patienten mit SF3B1 Mutation
Uberlebten haufiger (p=0,081).

Mutationskategorie 4: SF3B1 mutiert und eine Mutation, die nicht SF3B1 ist. Die
Patienten mit einer Mutation starben zu 12,5% und die Patienten mit einer anderen
Mutation als SF3B1 starben in 18,8% (p= 0,751).

Mutationskategorie 5: Vergleich von Patienten mit einer SF3B1 Mutation gegen
Patienten ohne Mutationen. In der einen Kategorie verstarben 12,5% in der anderen

17,8%. (p=0,970) Alle vorgestellten Vergleiche sind nicht signifikant.
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3.2.6 Ubersicht Uberlebenszeiten

Tabelle 3.2-1: Ubersicht Uberlebenszeiten

Legende: weild hinterlegt ALLE PATIENTEN
n.e. nicht erreicht
Clu.G/Clo.G 95% Konfidenzintervall untere / obere Grenze
Variable Kategorien Teilmenge  Anzahl Prozent medianes U1 (m) Clu.G Clo.G p-Wert  Anteil verstorben (%)
m 870 532 61,1% 87 65,66 108,34 0,042 28,0%
0, 0,
Geschlecht w 338 38,9% 146 92,61 199,39 23,7%
<60 870 230 26,4% 226 171,38 280,62  <0,0001 17,0%
>60 640 73,6% 69 55,58 82,42 29,7%
Alter Gruppe
low 792 430 54,3% 172 128,35 215,65  <0,0001 25,1%
WHO2016 gruppiert high 245 30,9% 102 70,39 133,61 29,4%
CMML 117 14,8% 52 32,60 71,40 32,5%
0, 0,
WHO2016 gruppiert 2 non CMML 792 675 85,2% 141 101,52 180,48 0,002 26,7%
CMML 117 14,8% 52 32,60 71,40 32,5%
very low 499 49 9,8% n.e. - - <0,0001 18,4%
low 186 37,3% 109 37,75 180,25 30,6%
IPSS-R Codierung intermediate 1271 255% 65 30,20 99,80 39,4%
high 83 16,6% 41 18,99 63,01 47,0%
very high 54 10,8% 33 24,44 41,56 46,3%
ANC >800/l 589 474 80,5% 106 66,47 145,53  <0,0001 30,2%
<800/l 115 19,5% 36 26,81 4519 49,6%

44



Variable Kategorien Teilmenge  Anzahl Prozent medianes 01 (m) Clu.G Clo.G p-Wert Anteil verstorben (%)
very good 761 34 4,5% ne. - - 0,002 14,7%
good 515 67,7% 119 75,69 162,31 25,4%
Chomosomen intermediate 98 12,9% 90 63,64 116,36 28,6%
poor 47 6,2% 95 42,97 147,03 34,0%
very poor 67 8,8% 33 4,30 61,70 40,3%
>10 mg/dl 699 340 48,6% 141 74,43 207,57 0,002 25,0%
Hb 8-10 mg/dl 243 34,8% 69 34,72 103,28 33,7%
<8 mg/ dl 116 16,6% 70 42,06 97,94 39,7%
<2% 619 154 24,9% 142 77,98 206,02 0,010 33,8%
. >2%- >5% 220 35,5% 76 50,87 101,13 30,5%
Blasten im KM
>5% - <10% 140 22,6% 90 41,29 138,71 33,6%
>10% 105 17,0% 53 1,47 104,53 39,0%
>100 702 412 58,7% 136 71,23 200,77  <0,0005 25,5%
Thrombozyten 50-100 160  22,8% 53 27,20 78,80 37,5%
<50 130 18,5% 84 32,95 135,05 36,9%
0 870 289 33,2% 141 59,84 222,16 0,003 22,8%
1 295 33,9% 106 37,94 174,06 27,1%
2 157 18,0% n.e. - - 19,7%
3 81 9,3% 74 40,77 107,23 38,3%
4 34 3,9% 53 14,20 91,80 41,2%
5 12 1,4% 162 - - 50,0%
6 2 0,2% 17 - - 50,0%

Anzahl Mutationen
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Variable | Kategorien Teilmenge  Anzahl Prozent medianes U1 (m) Clu.G Clo.G p-Wert  Anteil verstorben (%)

0-2 870 741 85,2% 141 96,50 185,50 0,002 23,9%
3 81 9,3% 74 40,77 107,23 38,3%
4-6 48 5,5% 33 - 67,53 43,8%

Anzahl Mutationen gruppiert

. . 2 M davon 1 SF3B1 46 15 32,6% n.e. - - 0,109 6,7%
Mutationskategorie 1

2 M nicht SF3B1 31 67,4% n.e. - - 25,8%

. . 2 M davon 1 SF3B1 47 15 31,9% n.e. - - 0,195 6,7%
Mutationskategorie 2

1 M nicht SF3B1 32 68,1% n.e. - - 18,8%

. . 2 M davon 1 SF3B1 60 15 25,0% n.e. - - 0,081 6,7%
Mutationskategorie 3

keine M 45 75,0% 109 93,28 124,72 17,8%

. . SF3B1 mutiert 40 8 20,0% n.e. - - 0,751 12,5%
Mutationskategorie 4

1 M nicht SF3B1 32 80,0% n.e. - - 18,8%

. . SF3B1 mutiert 53 8 15,1% n.e. - - 0,970 12,5%
Mutationskategorie 5

keine M 45 84,9% 109 93,28 124,72 17,8%

Wildtyp 482 396 82,2% 160 105,50 214,50 0,008 26,3%

RUNX1 mutiert 86 17,8% 53 11,34 94,66 39,5%

Wildtyp 585 423 72,3% 141 90,67 191,33  <0,0001 23,9%

ASXLA 162 21,7% 23,08 76,92 34,6%

Wildtyp 366 94,8% 72,10 145,90 0,836 30,3%

CBL mutiert 20 5,2% - 355,75 30,0%
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Variable Kategorien Teilmenge  Anzahl Prozent medianes 01 (m) Clu.G Clo.G p-Wert Anteil verstorben (%)
Wildtyp 356 301 84,6% 136 84,37 187,63 0,209 30,9%
DNMT3A mutiert 55 15,4% 90 45,71 134,29 34,5%
Wildtyp 244 227 93,0% 141 93,68 188,32 0,884 22,0%
ETV6 mutiert 17 7,0% n.e. - - 29,4%
Wildtyp 510 457 89,6% 136 93,46 178,54  <0,0005 26,5%
EZH2 mutiert 53 10,4% 36 20,14 51,86 45,3%
Wildtyp 430 381 88,6% 109 67,45 150,55 0,217 29,9%
JAK2 mutiert 49 11,4% n.e. - - 22,4%
Wildtyp 185 173 93,5% 74 49,21 98,79 0,231 44,5%
MLL mutiert 12 6,5% 27 - 115,33 50,0%
Wildtyp 465 326 70,1% 109 58,63 159,37 0,007 29,4%
SF3B1 mutiert 139 29,9% 193 85,57 300,43 19,4%
Wildtyp 292 81,6% 136 87,32 184,68 0,778 32,2%
SRSF2 mutiert 66 18,4% 162 - - 27,3%
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Variable Kategorien Teilmenge  Anzahl Prozent medianes 01 (m) Clu.G Clo.G p-Wert Anteil verstorben (%)
Wildtyp 192 182 94,8% 141 94,93 187,07 0,365 24,2%
. 0, - - 9
STAG2 mutiert 10 5,2% n.e. 10,0%
Wildtyp 457 3N 68,1% 136 87,29 184,71 0,958 30,5%
1 0, 0,
TET2 mutiert 146 31,9% 95 47,14 142,86 28,1%
Wildtyp 589 523 88,8% 141 97,43 184,57  <0,0001 24,1%
1 0, 0,
P53 mutiert 66 11,2% 28 19,25 36,75 42,4%
Wildtyp 260 237 91,2% 141 112,79 169,21 0,999 20,3%
. 0, - - 9
U2AF mutiert 23 8,8% n.e. 13,0%




3.3 Ubergang in eine AML

3.3.1 Gesamte Kohorte

Fur 112 Patienten (13,4%) konnte in dem Beobachtungszeitraum mittels der Kaplan-
Meier-Methode der Ubergang in eine AML graphisch dargestellt werden.
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Abb. 3.3-1: Kurve des AML-Ubergangs der gesamten Kohorte

Die Tabelle unter 3.3.5 gibt eine Ubersicht beziiglich dem Ubergang in eine AML
dieses Patientenkollektivs fur die einzelnen Variablen wieder. Im Folgenden werden

ausschlielich die signifikanten Kurven genauer erlautert.

3.3.2 Risikoscore

Die Einteilung der Patienten anhand des Risikoprognosescores IPSS-R ist nicht nur
fur die Abschatzung der medianen Uberlebenszeit hilfreich, sondern auch fir die
Abschatzung einer moglichen AML-Transformation nutzlich. In der untersuchten
Kohorte hatte kein Patient der very low risk Gruppe wahrend der Beobachtungszeit
einen Ubergang in eine AML gezeigt. Wohingegen 36% der very high risk Patienten

diese Transformation aufwiesen.
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Abb. 3.3-2: Kurve des AML-Ubergangs nach Risikogruppen des IPSS-R

3.3.3 Anzahl der Mutationen

Je mehr Mutationen bei einem Patienten vorlagen, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass das MDS in eine AML uberging. Patienten mit 4 oder mehr
Mutationen bekamen zu 28,3% eine AML, Patienten mit 2 oder weniger Mutationen
nur in 12% der Falle.
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Abb. 3.3-3: Kurve des AML-Ubergangs Anzahl der Mutationen p. Pat. gruppiert
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3.3.4 Mutationsstatus ausgewahlter Gene

Patienten mit RUNX1 Mutation bekamen haufiger (23,7%) eine AML als Patienten, die

diese Mutation nicht vorwiesen (11,2%).
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Abb. 3.3-4: Kurve des AML-Ubergangs RUNX1

Werden die Kaplan-Meier-Kurven von Patienten betrachtet, die eine DNMT3A
Mutation aufweisen, so ergab sich kein signifikanter Zusammenhang in Bezug auf die
AML-Transformation. Werden allerdings die Patienten herausgerechnet, die
transplantiert wurden, so zeigt sich ein eindeutig signifikantes Ergebnis. Demzufolge
haben Patienten mit Mutation eine hohere Wahrscheinlichkeit, an einer AML zu
erkranken (ohne transplantierte Pat. p=0,026 / mit allen Patienten p=0,284).
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Kurve des AML - Ubergangs
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Abb. 3.3-5: Kurve des AML-Ubergangs DNMT3A

Patienten mit einer SF3B1 Mutation haben ein eindeutig geringeres Risiko eine AML
zu bekommen (30,2%) im Vergleich zum Vorliegen des Wildtyps (69,8%). Dieser
Unterschied ist mit p=0,011 signifikant.
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Abb. 3.3-6: Kurve des AML-Ubergangs SF3B1
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Eine TP53 Mutation brachte ein hdheres Risiko mit sich, dass die Erkrankung in eine
AML Ubergeht. 37,5% der Patienten mit Mutation (n=18) bekamen eine AML, wobei
nur bei 9,0% der Patienten ohne die Mutation (n=38) der Ubergang in eine AML

dokumentiert wurde.
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3.3.5 Ubersicht AML-Transformation

Tabelle 3.3-1: Ubersicht AML-Transformation

Legende:  weil hinterlegt ALLE PATIENTEN

S e T

Variable Kategorie Teilmenge  Anzahl Prozent _ AML Ubergang in % p-Wert
m 834 514 61,6% 15,6% 0,016
0, 0,
Geschlecht w 320 38,4% 10,0%

<60 834 223 26,7% 14,3% 0,432
0, 0,
Alter Gruppe >60 611 73,3% 13,1%
low 757 424 56,0% 5,4% <0,0001
WHO2016 gruppiert high 220 29,1% 30,9%
CMML 113 14,9% 14,2%
0, 0,
WHO2016 gruppiert 2 non CMML 757 644 85,1% 14,1% 0,581
CMML 113 14,9% 14,2%
very low 483 49 10,1% 0,0% <0,0001
low 183 37,9% 7,7%
IPSS-R Codierung intermediate 122 25,3% 17,2%
high 79 16,4% 29,1%
very high 50 10,4% 36,0%
ANC >800/ul 571 462 80,9% 11,0% <0,0001
<800/pl 109 19,1% 28,4%




Variable Kategorie Teilmenge  Anzahl Prozent AML Ubergang in % p-Wert
very good 731 32 4,4% 9,4% <0,0001
good 494 67,6% 11,3%
Chromosomen intermediate 96 13,1% 17,7%
poor 45 6,2% 22,2%
very poor 64 8,8% 32,8%
>10 mg/d 671 329 49,0% 13,1% 0,411
Hb 8-10 mg/dl 232 34,6% 16,4%
<8 mg/dl 110 16,4% 14,5%
<2 % 596 150 25,2% 4,7% <0,0001
Blasten im KM >2%- >5% 218 36,6% 8,3%
>5% - <10% 135 22,7% 23,0%
>10% 923 15,6% 36,6%
>100 674 397 58,9% 13,1% 0,153
Thrombozyten 50-100 1563 22,7% 17,0%
<50 124 18,4% 16,1%
0 834 280 33,6% 12,1% 0,001
1 279 33,5% 11,8%
2 150 18,0% 12,0%
3 79 9,5% 17,7%
4 33 4,0% 36,4%
5 " 1,3% 9,1%
6 2 0,2% 0,0%

Anzahl Mutationen
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Variable Kategorie Teilmenge  Anzahl Prozent _ AML Ubergang in % p-Wert
0-2 834 709 85,0% 12,0% 0,002

3 79 9,5% 17,7%

4-6 46 5,5% 28,3%

Anzahl Mutationen gruppiert

. . 2 M davon 1 SF3B1 46 15 32,6% 13,3% 0,943
Mutationskategorie 1
2 M nicht SF3B1 31 67,4% 12,9%
. . 2 M davon 1 SF3B1 45 15 33,3% 13,3% 0,827
Mutationskategorie 2
1 M nicht SF3B1 30 66,7% 10,0%
. . 2 M davon 1 SF3B1 57 15 26,3% 13,3% 0,758
Mutationskategorie 3
keine M 42 73,7% 7,1%
1 0, 0,
Mutationskategorie 4 SF3B1 mutiert 38 8 21,1% 0,0% 0,377
1 M nicht SF3B1 30 78,9% 10,0%
1 0, 0,
Mutationskategorie 5 SF3B1 mutiert 50 8 16,0% 0,0% 0,534
keine M 42 84,0% 7,1%
Wildtyp 468 384 82,1% 13,3% 0,008
RUNXA mutiert 84 17,9% 25,0%
Wildtyp 561 411 73,3% 11,4% 0,279
ASXL1 mutiert 150 26,7% 13,3%

CBL

Wildtyp 372
mutiert

354
18

95,2% 13,3%
4,8% 11,1%

0,906




Variable Kategorie Teilmenge  Anzahl Prozent AML Ubergang in % p-Wert

Wildtyp 348 293 84,2% 14,0% 0,284
DNMT3A mutiert 55 15,8% 18,2%

Wildtyp 238 221 92,9% 11,8% 0,237
ETV6 mutiert 17 7,1% 23,5%

Wildtyp 441 89,6%

i 0,

EZH2 mutiert 51 10,4%

Wildtyp 416 370 88,9% 12,2% 0,235
JAK2 mutiert 46 11,1% 6,5%

Wildtyp 180 169 93,9% 19,5% 0,316
MLL mutiert 1" 6,1% 27,3%

Wildtyp 451 315 69,8% 14,0% 0,011
SF3B1 mutiert 136 30,2% 6,6%

Wildtyp 348 285 81,9% 12,6% 0,807
SRSF2 mutiert 63 18,1% 12,7%
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Variable Kategorie Teilmenge  Anzahl Prozent AML Ubergang in % p-Wert
Wildtyp 187 177 94,7% 12,4% 0,883
i 0, 0,
STAG2 mutiert 10 5,3% 10,0%
Wildtyp 443 300 67,7% 12,7% 0,348
i 0, 0,
TET2 mutiert 143 32,3% 9,1%
Wildtyp
P53 mutiert
Wildtyp
U2AF1 mutiert
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3.4 Zusammenhang zwischen Biomarkern und klinischen

Parametern

Bei dem vorliegenden Patientenkollektiv wurden sowohl Daten zu somatischen
Mutationen als auch Angaben zu klinischen Parametern erfasst. Alle 55 Gene wurden
den klinischen Werten gegenubergestellt, welche in thematisch zusammengehorende
Gruppen eingeteilt wurden (Kapitel 3.1.2). Die Korrelationen erfolgten dennoch fur

jeden Wert einzeln.

3.4.1 Kategorielle Variablen

Far kategorielle Variablen konnte mittels Kreuztabellen ein grundlegender
Zusammenhang zwischen den Variablen und Biomarkern festgestellt werden, welcher
anschlie®end durch den Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest nach Pearson auf

Signifikanz gepruft wurde.

Einen Uberblick fiir die Gegentiiberstellung der Biomarker und kategorieller klinischer
Parameter gibt die Tabelle 3.4.2 wieder. Da aufgrund der Menge der Rechnungen
nicht auf alle Korrelationen eingegangen werden kann, sollen einzelne klinisch

relevanten Ergebnisse im Folgenden herausgearbeitet werden.

Allgemeines und Prognosescores

Die WHO Kilassifikation zeigte signifikante Zusammenhange zu den Genen RUNX1,
ASXL1, CBL, JAK2, SF3B1, SRSF2, TET2 und TP53. So fanden sich folgende
Mutationen in den entsprechenden Subtypen Uberproportional haufiger wieder:

- RUNX1 Mutation haufiger bei EB1, EB2 und CMML,

- ASXL1 Mutation haufiger bei CMML,

- CBL Mutation haufiger bei CMML,

- DNMT3A Mutation haufiger bei EB1, EB2 und AML (nicht signifikant),

- JAK2 Mutation haufiger bei MDS/MPN RS T und MDS/MPN U,

- SF3B1 Mutation haufiger bei MDS RS SLD, MDS RS MLD und MDS/MPN RS T,

- SRSF2 Mutation haufiger bei CMML,

- TET2 Mutation haufiger bei CMML,

- TP53 Mutation haufiger bei EB1, EB2 und AML,
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Es bestanden aullerdem signifikante Korrelationen zwischen dem IPSS-R und
einzelnen Genmutationen. Eine SF3B1 Mutation fand sich vor allem in den
Patientengruppen, die eine gute Prognose haben. Im Falle einer RUNX1 oder TP53
Mutation zeigte sich das Gegenteil und Patienten mit Mutation lassen sich haufiger in
den prognostisch schlechteren Subtypen finden. Analog dazu wiesen die Patienten mit
RUNX1 oder TP53 Mutation haufiger einen Ubergang in eine AML auf. Wohingegen
bei Patienten mit SF3B1 Mutation dies seltener zu verzeichnen war.

Eine TP53 oder MLL Mutation war signifikant haufiger bei Patienten mit sekundarem
MDS zu finden.

Histologie, Blut Zytologie und KM Zytologie

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer CBL Mutation und einer
Linksverschiebung im peripheren Blut. Nur bei den Patienten, die im peripheren Blut
eine Linksverschiebung aufwiesen, wurde auch eine Mutation gefunden.
Dementsprechend war ohne Linksverschiebung kein Patient mit Nachweis einer
Mutation in der Kohorte.

Auch die Korrelation zwischen einer ASXL1 Mutation und dem Nachweis vermehrter
Monozyten war signifikant. Wenn die Anzahl der Monozyten im Knochenmark erhoht
ist, so ist die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer ASXL1 Mutation mit 50% mehr
als doppelt so hoch, als wenn die Anzahl der Monozyten im Normbereich liegt (21,6%).
Der Vergleich von Zellularitdt und RUNX1 Mutation bzw. SF3B1 Mutation war
signifikant. Bei RUNX1 Mutation wiesen die Patienten vor allem ein normo- bis
hypozellulares Knochenmark auf. Wohingegen bei SF3B1 Mutation haufiger ein
normo- bis hyperzellulares Knochenmark zu finden war.

Besonderes Augenmerk gilt hier au3erdem der Korrelation von einer SF3B1 Mutation
und dem Nachweis von Ringsideroblasten. Diese wurden zusatzlich noch genauer
auseinandergerechnet. Es bestand ein eindeutiger Zusammenhang darin, dass bei
einer SF3B1 Mutation o6fter, und auch absolut gesehen mehr, Ringsideroblasten

nachgewiesen werden konnten.
Tabelle 3.4-1: Zusammenhang von SF3B1 Mutation und Ringsideroblasten

Teilmenge SF3B1 mutiert Wildtyp p-Wert
ris vorhanden 46 24
- 205 0,0001
ris nicht vorhanden 23 112
>5% ris 70 23
) 198 0,0001
<5% ris 12 93
>15% ris 56 17
i 198 0,0001
<15% ris 26 99
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Insgesamt konnte festgehalten werden, dass sowohl in der Histologie, Blut-Zytologie
als auch KM-Zytologie sich einzelne signifikante Korrelationen finden lassen.

Labor

Da die Laborwerte fast ausschlieBlich kontinuierliche Variablen sind, wurden die
Ergebnisse unter 3.4.3 festgehalten. Als einziger kategorieller Parameter gibt die
Variable der Zytopenieform Informationen dartber, welche Art der Zytopenie und ein
mdgliches Vorliegen einer Kombination von mehreren Zytopenien bei Erstdiagnose
wieder. Hierbei ergab sich ein moglicher Zusammenhang zu SF3B1 und SRSF2.
Komorbiditaten

Unter den Komorbiditaten konnte keine wesentliche Systematik oder Haufung zu Gen
Korrelationen herausgearbeitet werden.

Klinik

Sowohl Thromboembolische Ereignisse als auch hamorrhagische Diathesen zeigten
eine signifikante Korrelation zur ETV6 Mutation. Ohne diese genannte Symptomatik
war in den allermeisten Fallen keine Mutation nachzuweisen.

Grunderkrankungen

Es konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen alkylierenden Substanzen,
vorbestehenden Grunderkrankungen (wie zum Beispiel M.Hodgkin, NHL, Myelome,
Karzinome, rheumatologische Erkrankungen) und dem Vorliegen einer TP53 Mutation
in dieser Studienpopulation gezeigt werden. Dies wurde durch die Variable ,noxe’
unterstutzt, welche das Vorhandensein einer Chemo- oder Radiotherapie kodiert und
auch signifikant zu einer TP53 Mutation ist.

Therapie

Bei Vorliegen einer TP53 Mutation wurden uberproportional haufig die Medikamente
Cytarabin, Azacitidin und Decitabin fur Patienten in der Therapie verwendet.

Im Gegensatz dazu wurden die Patienten mit Vorliegen einer SF3B1 Mutation haufig
mit Erythropoetin, EXJADE oder G-CSF behandelt.

Auch bei der Transplantation lief3en sich signifikante Korrelationen zeigen.

Bei Vorliegen einer RUNX1, JAK, MLL oder TET2 Mutation musste ein Patient haufiger
transplantiert werden. Auch hier zeigte sich eine SF3B1 Mutation im gegenteiligen
Verhalten, denn diese Patienten werden eindeutig seltener transplantiert.

Chromosomen

Beim Vergleich der Chromosomensatze (eingeteilt in Kategorien siehe Tabelle 3.1-4)
und den Biomarkern wiesen folgende Genmutationen einen signifikanten

Zusammenhang zu bestimmten Kategorien der Karyotypen auf:
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- RUNX1 Mutation haufiger bei diversen Anomalien, Trisomie 8 und del(20q),

- ASXL1 Mutation haufiger bei Trisomie 8 und del(11g23)

- CBL Mutation haufiger bei diversen Anomalien

- SRSF2 Mutation haufiger bei Trisomie 8 und inv(3) /,(3;3)

- TETZ2 Mutation haufiger bei Trisomie 8 und minus 'Y,

- TP53 Mutation haufiger bei komplexen Karyotypen,

- U2AF1 Mutation haufiger bei Del(20q)
Wird die Einteilung der Karyotypen nach IPSS-R betrachtet und diese den
Genmutationen gegenubergestellt, so blieb fur folgende Vergleiche die Signifikanz
bestehen: RUNX1, ASXL1, SRSF2, TET2, TP53.

,.,neu gruppierte“ Variablen

Fir die ,neu gruppierten® Variablen wurden bestehende ,schwache® Zusammenhange
eindeutiger herausgearbeitet, indem Variablen mit vielen Freiheitsgraden
zusammengefasst wurden. Zum Beispiel hat die Variable ,WHO2016* ursprunglich 14
Freiheitsgrade und wurde im zweiten Schritt einmal in low risk, high risk und CMML
Subtypen aufgeteilt bzw. in non-CMML und CMML, das heifl3t in lediglich drei

beziehungsweise zwei Freiheitsgrade.

Es wurde aus der kontinuierlichen Variable des Alters eine kategorielle Variable
(AlterEDGruppe) mit den Kategorien <50 Jahre, 50-60 Jahre, 60-70 Jahre, 70-80
Jahre und >80 Jahre geschaffen. Zusatzlich wurde eine dichotome Variable mit den
Optionen <60 Jahre und >60 Jahre erstellt (AlterEDGruppe3). Beide zeigen eine

eindeutige Korrelation zu den Genen MLL und TET2.
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3.4.2 Korrelation von kategoriellen Variablen und Genen

Tabelle 3.4-2: Geno-Phénotyp-Korrelationen, p-Werte der Kreuztabellen

Legende: grin hinterlegt signifikantes Ergebnis
" Variable ist konstant
0,0001 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0001 ist
0,0005 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0005 ist
Gruppe [Variablen RUNX1  ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1 SRSF2 STAG2 TET2 TP53 U2AF1
21. 1 Geschlecht 0,48 0,038 0,786 0,096 0,39 0,777 0,864 0,227 0,964 0,08 0,313 0,176 0,177 0,003
2 primsek 0,674 0,111 0,84 0,387 0,402 0,337 0,205 | 0,0001 0,205 0,242 0,954 0,324 0,001 0,875
3 who2008 0,011 0,007 0,017 0,419 0,954 0,339 | 0,0005 0,183 | 0,0001  0,0005 0,755 0,001 0,003 0,841
4 who2016 0,004 0,017 0,006 0,322 0,883 0,289 | 0,0001 0,544 0,0001  0,0001 0,578 0,001 0,006 0,793
5 AMLU 0,019 0,088 0,635 0,755 0,286 0,889 0,619 0,335 0,02 0,719 0,678 0,156 | 0,0001 0,589
7 OUTCOME 0,13 0,0005 0,134 0,406 0,777 0,001 0,012 0,912 0,149 0,801 0,864 0,776 0,089 0,849
8 MDSPRO 0,696 0,152 0,925 0,334 0,015 0,196 0,24 0,787 0,205 0,82 0,272 0,071 0,151 0,381
9 MDSPro1 0,904 0,014 0,682 0,949 0,919 0,965 0,845 0,045 0,088 0,026 0,379 0,035 0,231 0,975
22. 1 IPSS Codierung 0,013 0,599 0,323 0,255 0,837 0,074 0,542 0,19 0,009 0,807 0,15 0,373 | 0,0001 0,614
2 IPSS-R 0,004 0,249 0,169 0,001 0,658 0,443 0,5 0,003 0,041 0,673 0,906 0,004  0,0001 0,827
3 ANCipssr 0,668 0,699 0,668 0,012 0,542 0,766 0,437 0,606 0,003 0,899 0,402 0,253 0,099 0,268
4 BlastenKMipssr 0,006 0,088 0,015 0,13 0,883 0,779 0,59 0,428 0,002 0,201 0,442 0,433 0,034 0,375
5 Chromipssr 0,006 0,011 0,342 0,722 0,125 0,026 0,311 0,431 0,15 0,048 0,902 | 0,0001  0,0001 0,054
6 Hbipssr 0,836 0,351 0,245 0,714 0,204 0,179 0,189 0,404 | 0,0005 0,022 0,765 0,125 0,26 0,556
7 Thrombozytenipssr | 0,232 0,84 0,926 0,124 0,321 0,618 0,229 0,654 | 0,0001 0,065 0,529 0,146 0,109 0,431
23, 1 histokmf 0,305 0,536 0,213 0,073 0,89 0,647 0,009 0,618 0,586 0,363 0,565 0,767 0,004 0,34
2 histomultilin 0,016 0,196 0,932 0,897 0,981 0,08 0,65 0,109 0,345 0,552 0,296 0,234 0,052 0,436
3 histozel 0,439 0,575 0,869 0,054 0,642 0,707 0,3 0,59 0,017 0,092 0,186 0,007 0,031 0,345
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Gruppe |Variablen RUNX1  ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1  SRSF2 STAG2  TET2 TP53  U2AF1
4 histozellery 0,465 0,037 0,197 0,909 0,996 0,225 0,005 0,127 0,018 0,067 0,786 0,143 0,178 0,539
5 histozellgra 0,777 0,337 0,667 0,797 0,307 0,65 0,315 0,071 0,529 0,109 0,336 0,118 0,469 0,31
6 histozellmega 0,074 0,655 0,263 0,183 0,889 0,796 0,478 0,215 | 0,0005 0,154 0,972 0,254 0,619 0,716

24, 1 ani 0,113 0,685 0,311 0,189 1 0,923 0,331 0,078 0,341 0,06 0,408 0,602 0,482 0,966
2 bat 0,082 0,508 0,718 0,394 0,631 0,21 0,067 0,105 0,053 0,77 0,786 0,843 0,377 0,545
3 dev 0,697 0,87 0,732 0,407 0,676 | 0,0001 0,342 0,588 0,644 0,633 0,766 0,072 0,079 0,186
4 die 0,902 0,089 0,572 0,254 0,474 0,457 0,95 0,443 0,093 0,729 0,082 0,741 0,783 0,219
5 fra 0,777 0,14 0,781 0,586 0,056 0,472 0,558 0,76 0,483 0,421 0,782 0,245 0,248 0,541
6 hpe 0,46 0,26 0,825 0,505 - 0,542 0,613 0,695 0,18 0,675 - 0,643 0,462 0,609
7 hpo 0,414 0,882 0,832 0,934 0,029 0,082 0,432 0,617 0,411 0,213 0,296 0,03 0,33 0,588
8 liv 0,406 0,651 0,0001 0,852 0,296 0,537 0,124 0,364 0,951 0,007 0,537 0,171 0,223 0,401
9 meg 0,625 0,835 0,462 0,825 0,932 0,433 0,341 0,263 0,524 0,825 0,55 0,734 0,112 0,777
10 mic 0,992 0,709 0,148 0,271 0,459 0,489 0,33 0,328 0,306 0,322 0,676 0,849 0,05 0,178
11 ova 0,876 0,05 0,693 0,428 0,55 0,947 0,334 0,075 0,363 0,349 0,739 0,868 0,371 0,025
12 poc 0,063 0,001 0,107 0,235 0,805 0,339 0,553 0,461 0,041 0,832 0,124 0,482 0,785 0,35
13 poi 0,68 0,509 0,863 0,306 0,965 0,815 0,486 0,959 0,888 0,049 0,985 0,38 0,784 0,054
14 psp 0,438 0,593 0,588 0,975 0,276 0,991 0,861 0,899 0,637 0,203 0,667 0,042 0,758 0,458
15 tan 0,894 0,307 0,021 0,341 0,683 0,25 0,052 0,144 0,041 0,29 0,358 0,133 0,013 0,45
16 thy 0,505 0,415 0,883 0,554 - 0,073 0,032 0,594 0,376 - 0,199 0,453 0,123
17 tmi 0,241 0,637 0,694 0,323 0,39 0,115 0,388 0,106 0,319 0,027 0,614 0,906 0,554 0,79
18 tre 0,067 0,121 0,426 0,229 0,767 0,391 0,505 0,336 0,356 0,881 0,332 0,626 0,575 0,253
19 tri 0,25 0,072 0,002 0,286 0,303 0,161 0,002 0,217 0,101 0,736 0,213 0,496 0477 0,499

25, 1 abk 0,284 0,752 0,057 0,344 0,855 0,469 0,056 0,208 0,02 0,154 0,611 0,596 0,421 0,922
2 Auerstiabchen 0,814 0,554 0,702 0,173 0,438 0,386 0,529 0,767 1 0,848 0,648 0,153 0,766 0,466
3 dyery1 1 0,196 0,106 0,97 0,206 0,823 0,216 0,153 0,835 0,602 0,721 0,535 0,473 0,558
3 dygra1 0,805 0,249 0,052 0,448 0,503 0,968 0,731 0,015 0,342 0,156 0,11 0,16 0,789 0,863
5 dymegat 0,135 0,168 0,826 0,638 0,238 0,09 0,447 0,488 0,1 0,469 0,026 0,663 0,85 0,347
6 eam 0,532 0,151 0,056 0,638 0,169 0,452 0,734 0,239 0,333 0,864 0,251 0,074 0,194 0,064

64



Gruppe |Variablen RUNX1  ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1  SRSF2 STAG2  TET2 TP53  U2AF1
7 ehy 0,501 0,836 0,224 0,724 0,711 0,787 0,204 0,104 0,01 0,01 0,96 0,088 0,827 0,738
8 eik 0,194 0,734 0,566 0,278 0,27 0,814 0,368 0,941 0,008 0,273 0,325 0,979 0,482 0,933
9 eka 0,818 0,508 0,824 0,636 0,369 0,197 0,032 0,27 0,546 0,628 0,006 0,443 0,749 0,72
10 ekb 0,362 0,203 0,76 0,741 0,464 0,441 0,43 0,19 0,76 0,238 0,789 0,527 0,467 0,108
11 ekf 0,157 0,346 0,024 0,756 0,095 0,437 0,008 0,772 0,127 0,496 0,445 0,438 0,578 0,863
12 ers 0,407 0,77 0,02 0,124 0,044 0,115 0,247 0,823 0,031 0,476 0,281 0,976 0,749 0,226
13 ezv 0,53 0,309 0,386 0,322 0,461 0,521 0,182 0,353 0,843 0,328 0,539 0,066 0,408 0,442
14 ghy 0,275 0,524 0,388 0,139 0,038 0,229 0,654 0,323 0,025 0,254 0,476 0,141 0,295 0,3
15 gli 0,049 0,135 0,555 0,649 0,262 0,146 0,6 0,473 0,002 0,072 0,82 0,878 0,486 0,638
16 hgl 0,694 0,289 0,949 0,555 0,088 0,092 0,762 0,303 0,546 0,124 0,617 0,044 0,006 0,209
17 hps 0,475 0,874 0,743 0,37 0,885 0,457 0,617 0,384 0,712 0,175 0,726 0,977 0,298 0,789
18 hym 0,431 0,615 0,796 0,469 0,064 0,568 0,679 0,827 0,435 0,001 0,806 0,639 0,513 0,382
19 kzz 0,163 0,677 0,055 0,026 0,572 0,774 0,319 0,395 0,141 0,316 0,624 0,132 0,075 0,233
20 lymphos 0,652 0,566 0,604 0,858 0,408 0,9 0,151 0,462 0,137 0,417 0,125 0,765 0,467 0,425
21 makroery 0,41 0,935 0,469 0,287 0,201 0,533 0,024 0,392 0,119 0,434 0,365 0,287 0,515 0,946
22 mek 0,149 0,867 0,811 0,679 0,128 0,58 0,632 0,001 0,181 0,176 0,805 0,126 0,976 0,207
23 met 0,338 0,624 0,452 0,175 0,531 0,702 0,093 0,632 0,001 0,61 0,285 0,666 0,584 0,445
24 mmk 0,547 0,885 0,129 0,456 0,993 0,055 0,921 0,341 0,572 0,115 0,771 0,472 0,877 0,836
25 mnm 0,973 0,65 0,08 0,702 0,719 0,305 0,225 0,904 0,086 0,634 0,648 0,991 0,337 0,387
26 moe 0,772 0,12 0,847 0,02 0,127 0,813 0,253 0,017 0,017 0,749 - 0,369 0,945 0,234
27 mono 0,14 0,00056 0,002 0,608 0,485 0,843 0,473 0,49 0,164 0,487 0,402 0,016 0,552 0,273
28 mulitli2 0,421 0,801 0,238 0,856 0,063 0,945 0,679 0,475 0,882 0,941 0,744 0,04 0,695 0,578
29 plasma 0,217 0,14 0,646 0,605 0,07 0,265 0,214 0,341 0,562 0,295 0,608 0,164 0,431 0,469
30 pra 0,017 0,416 0,345 0,987 0,47 0,674 0,175 0,157 0,018 0,52 0,119 0,282 0,865 0,714
31 pse 0,2 0,822 0,752 0,426 0,332 0,668 0,127 0,233 0,569 0,01 0,299 0,039 0,08 0,493
32 rem 0,44 0,135 0,021 0,979 0,825 0,234 0,944 0,022 0,713 0,737 0,211 0,672 08 0,45
33 ringside 0,372 0,171 0,344 0,691 0,753 0,514 0,633 0,702 | 0,0001 0,059 0,684 0,479 0,019 0,182
34 zem 0,026 0,545 0,217 0,307 0,375 0,056 0,398 0,277 0,001 0,312 0,97 0,348 0,711 0,409
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Gruppe |Variablen RUNX1  ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1  SRSF2 STAG2  TET2 TP53  U2AF1
26. 1 Zytopenieform 0,379 0,851 0,434 0,646 0,406 0,758 0,376 0,051 0,0001 0,006 0,995 0,153 0,359 0,694
217. 1 comoendo1 0,542 0,157 0,49 0,471 0,823 0,939 0,757 0,688 0,067 0,175 0,56 0,794 0,285 0,42
2 comogastro1 0,326 0,318 0,55 0,059 0,086 0,817 0,02 0,79 0,831 0,653 0,583 0,911 0,093 0,336
3 comoherz1 0,357 0,098 0,564 0,186 0,908 0,61 0,081 0,958 0,701 0,013 0,374 0,23 0,776 0,448
4 comoimmuni1 0,84 0,981 0,791 0,805 0,801 0,656 0,096 0,604 0,354 0,482 0,889 0,232 0,7 0,318
5 comoleber1 0,73 0,241 0,456 0,01 0,034 0,532 0,217 0,418 0,052 0,991 0,673 0,784 0,579 0,179
6 comolunge1 0,928 0,064 0,976 0,672 0,941 0,635 0,915 0,305 0,973 0,507 0,446 0,092 0,532 0,786
7 comoneuro1 0,724 0,011 0,735 0,589 0,57 0,945 0,419 0,562 0,519 0,952 0,003 0,168 0,179 0,139
8 comopsych1 0,569 0,644 0,79 0,84 0,468 0,685 0,295 0,487 0,968 0,122 0,004 0,367 0,117 0,545
9 comorenal1 0,063 0,282 0,372 0,219 0,061 0,73 0,617 0,824 0,035 0,07 0,643 0,489 0,424 0,333
10 comorheumat 0,438 0,441 0,764 0,016 0,211 0,598 0,881 0,522 0,833 0,906 0,706 0,946 0,389 0,344
11 comotumor1 0,277 0,145 0,69 0,482 0,026 0,727 0,12 0,862 0,711 0,718 0,412 0,428 0,064 0,958
2.8. 1AZ 0,469 0,591 0,58 0,047 0,117 0,825 0,316 0,521 0,03 0,746 0,791 0,875 0,212 0,987
2 Anamiesympt. init. 0,905 0,235 0,849 0,868 0,032 0,217 0,978 0,779 0,689 0,602 0,36 0,283 0,459 0,391
3 Fieber 0,004 0,147 0,655 0,768 0,039 0,514 0,354 0,658 0,648 0,89 0,831 0,199 0,267 0,061
4 HDinitial 0,527 0,102 0,978 0,97 0,0001 0,881 0,307 0,99 0,372 0,007  0,0001 0,122 0,846 0,871
5 Infekt-anfalligkeit 0,472 0,648 0,805 0,906 0,028 0,014 0,019 0,013 0,316 0,563 0,816 0,346 0,517 0,659
6 Leber 0,076 0,015 0,78 0,431 0,212 0,307 0,305 0,027 0,208 0,115 0,9 0,318 0,415 0,847
7 Lkschwellung Init. 0,926 0,643 0,747 0,33 0,075 0,006 0,993 0,829 0,455 0,954 0,763 0,84 0,23 0,219
8 Milz 0,016 0,0001 0,077 0,509 0,006 0,702 0,001 0,014 0,073 0,037 0,947 0,586 0,217 0,766
9 Thromb.emb.E. 0,01 0,085 0,974 0,124 0,0001 0,896 0,746 0,92 0,698 0,032 0,879 0,105 0,199 0,684
2.9. 1 alkyli 0,605 0,156 - 0,429 - - - 0,121 0,429 - - 0,124 0,006 -
2 grundkra 0,61 0,862 0,001 0,891 0,047 0,746 0,57 0,226 0,852 0,959 - 0,427 0,001 0,975
3 noxe 0,365 0,337 0,66 0,464 0,886 0,664 0,085 0,285 0,653 0,695 - 0,595 0,018 0,976
2.10. 1 ARA 0,32 0,125 0,452 0,876 0,13 0,262 0,869 | 0,0001 0,481 0,771 0,599 0,007 0,041 0,028
2 AZA 0,141 0,342 0,258 0,245 0,331 0,193 0,784 0,324 0,613 0,519 0,794 0,073 | 0,0005 0,372
3 DECI 0,555 0,449 0,036 0,405 0,314 0,249 0,384 0,655 0,12 0,491 0,684 0,464 0,002 0,033
4 DESF 0,148 0,365 0,632 0,394 0,596 0,765 0,552 0,518 0,155 0,764 0,804 0,616 0,962 0,774
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Gruppe _ |Variablen RUNX1 ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2  JAK2  MLL  SF3B1 SRSF2 STAG2 TET2  TP53  U2AF
5 Eltrombopag 052 0718 0816 0714 0716 0746 065 - 0538 069 079 0661 0737 0,767
6 EPOT 081 0509 0807 0717 0142 0377 | 0012 0371 0466 0436 0316 0232 0,646

7 EXJADE 0411 018 0275 048 083 0917 006 0917 0948 0241 0,882
8 GCSF 0693 0732 046 0936 0852 0804 0501 0,386 063 0459 0572 0067 0,339
9 HYDROXYU 011 | 0005 0012 065 0539 0448 | 0006 | 05  099% 0187 0412 0474 0384 0259
10 LENA 059 097 0387 0799 08 0512 0086 0375 0221 085 035 0914 0662 041
11 Zytostatika 0209 0981 | 0021 0683 0454 0057 0078 0,951
12 Induktion 0692 0621 0835 0221 0,65 - 0,102 . :
13 PBSCTgenau 0837 0141 0461 0449 0,833 - 01 0,159
14 pbsct 0726 0073 0,199 0205 0,774 0,501

15 transfusED 0744 0104 0544 0648 0456 0692 0251 0351 0274 0218 0927
16 transfuVerlauf 034 0351 0638 0237 0503 0803 0363 0615 0153 0807 0489

1 Chromosomen_ 0,526 0151 0271 0312 0,055
211, Kategorien
neu AlterEDGruppe 0,119 0,278 0,39 0,1 0,224 0,603 0,728
gruppiert  [AlterEDGruppe2 0,133 0,238 - 0,865 0,42
AlterEDGruppe3 0,082 0,289 0,053 0,6 0,19
, 0228 0454 0,167 0,634
who2016 _gruppiert1
, 0252 0,366 0,272 0,397
who2016 _gruppiert2
_ 0285 0908 042 0332 0887 0,665 0,809
OUTCOME _gruppiert
Leber_gruppiert 0415 0,939 0061 0177 0675 0,688 0,598
Milz_gruppiert 0437 0,059 0079 0679 0544 0197 0791 0922
Thromb.emb.E 0438 052 0684 079 - 0879 0942 0772 0684
|_gruppiert
Zytostatika-therapie 089 0,11 - 0078 027 026 0204 0873
_gruppiert
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3.4.3 Kontinuierliche Variablen

T-Test, kontinuierliche Variablen

Da von den eingeschlossenen Variablen nur sehr wenige auch kontinuierlich und
normalverteilt sind, gibt es insgesamt nicht viele signifikante Unterschiede der
Mittelwerte dieser Parameter. Auf den Hamoglobinwert soll exemplarisch genauer
eingegangen werden. Dieser zeigte sich bei SRSF2 (->mit Mutation 11,2g/dl im
Vergleich zu 9,9g/dl) TET2 (mit Mutation 10,7g/dl im Vergleich zu 10,0g/dl) und TP53
(mutiert 9,5g/dl im Vergleich zu 10,2g/dl) signifikant unterschiedlich.

Mann-Whithney-U Test, kontinuierlich und nicht normalverteilt

Der Anteil der Blasten im Knochenmark wies einen signifikanten Zusammenhang zu
einer RUNX1, SF3B1, SRSF2 und TP53 Mutation auf.

Wenn keine Mutation vorhanden war, sind bei den Patienten im Durchschnitt ca. 5%
Blasten im Knochenmark zu finden. Nur bei einer SF3B1 Mutation war der Anteil der
Blasten signifikant niedriger mit 3,1%. Bei den drei anderen Genen sind mit Nachweis
einer Mutation im Durchschnitt mehr Blasten vorhanden (ca. 6,4 % bei RUNX1, 6,5%
bei SRSF2, 6,9% bei TP53)

Die Korrelation von Ringsideroblasten und einer SF3B1 Mutation wurde in Kapitel
3.4.1 bereits erwahnt und mit Tabelle 3.4-1 genauer erlautert. Auch der Vergleich von
SF3B1 Mutation mit der absoluten Zahl der Ringsideroblasten mittels Mann-Whithney-
U Test unterstreicht diese Ergebnisse (p<0,0001).

Laborwerte wie GOT, GPT, Ferritin, VitaminB12, EPOSpiegel initial, FolatPI wiesen
kaum signifikante Ergebnisse auf. LDH zeigt einen signifikanten Unterschied bei
Mutation der Gene ASXL1, JAK2, SRSF2 und U2AF1.

Es liel3en sich vor allem fur folgende Gene ASXL1, CBL, JAK2, SF3B1, SRSF2, TET2,
TP53 bei Nachweis einer Mutation Veranderungen in der Zellbildung und -verteilung
festhalten.

Es zeigten sich bei Mutation der Gene RUNX1, JAK2, SF3B1, SRSF2 und TP53

verschiedenartige Thrombozytenwerte im peripheren Blut der Patienten.
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3.4.4 Korrelation von kontinuierlichen Variablen und Genen

Tabelle 3.4-3: t-Test, kontinuierliche Variablen

Legende: griin hinterlegt t-Test auf Mittelwertgleichheit ist signifikant (bei Varianzhomogenitét!)
" Variable ist konstant
0,0001 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0001 ist
0,0005 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0005 ist
Gruppe |Variablen RUNX1  ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2  JAK2 MLL SF3B1 SRSF2 STAG2 TET2 TP53  U2AF1
1.1, 1 Alter bei Erstdiagnose 0,395 0,159 0,458 0,422 0,075 0,016 0112 0,004 0,029 0,012 0,166 0,0001 0,905 0,192
1.6. 4 crea 0,445 0,370 0,882 0,213 0,131 0439 0974 0,927 0,142 0,932 0,518 0,440 0,017 0,432
7 ery 0,744 0,852 0,434 0,852 0,272 0,557 0912 0,920 0,002 0,0005 0,616 0,003 0,463 0,813
12 Hb 0,433 0,283 0,181 0,661 0,324 0,110 0,359 0,702 0,009 0,0005 0,838 0,002 0,019 0,274
13 hkt 0,301 0,789 0,575 0,982 0,077 0,061 0831 0,19 0,225 0,0001 0,872 0,004 0,320 0,159
22 MPV 0,166 0,412 0,240 0,188 0,515 0,337 - - 0,340 0,933 0,898 0,795 0,351 0,736
24 NEUTRPRO 0,639 0,653 0,728 0,041 0,496 0,151 | 0,008 @ 0,328 0,041 0,115 0,490 0,734 0,106 0,953
29 segmentk 0,313 0,864 0,599 0,054 0,988 0,043 0164 0,204 0,124 0,166 0,415 0,623 0,129 0,285
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Tabelle 3.4-4: Mann-Whithney-U Test, kontinuierliche Variablen

Legende: griin hinterlegt signifikante Ergebnisse
A \VVariable ist konstant
0,0001 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0001 ist
0,0005 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0005 ist
Gruppe |Variablen RUNX1  ASXL1 CBL  DNMT3A ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1  SRSF2  STAG2 TET2 TP53 U2AF1
1.5. 1 eba 0,211 0,277 0,823 0,857 0,272 0,889 0,992 0,741 0,057 0,060 0,216 0,259 0,896 0,789
2 Blasten im KM 0,034 0,132 0,060 0,095 0,676 0,740 0,344 0,149 0,0005 0,045 0,885 0,738 0,008 0,444
3 moz 0,961 0,224 0,836 0,424 0,519 0,762 0,607 0,845 0,368 0,022 - 0,233 0,668 0,074
4 ris 0,253 0,055 0,355 0,823 0,519 0,205 0,181 0,706 0,0001 0,080 0,809 0,857 0,201 0,154
1.6. 1 ANC 0,225 0,322 0,105 0,034 0,897 0,465 0,012 0,489 0,014 0,191 0,284 0,042 0,011 0,543
2 basophil 0,320 0,761 0,053 0,761 0,593 0,461 0,431 0,420 0,895 0,737 0,157 0,044 0,070 0,926
3 blaperi 0,185 0,743 0,322 0,334 0,685 0,219 0,058 0,164 0,117 0,190 0,341 0,898 0,192 0,474
5 eosinoph 0,981 0,704 0,286 0,358 0,985 0,470 0,913 0,868 0,025 0,229 0,895 0,003 0,318 0,350
6 EPOSpiegel_initial 0,421 0,168 0,481 0,220 0,021 0,951 0,666 0,849 0,556 0,417 0,433 0,127 0,146 0,833
8 ferritin 0,239 0,871 0,747 0,733 0,563 0,203 0,031 0,784 0,001 0,395 0,512 0,752 0,657 0,371
9 FolatPI 0,031 0,836 0,513 0,797 0,940 0,630 0,306 0,463 0,555 0,172 0,229 0,678 0,067 0,687
10 GOT 0,660 0,276 0,550 0,633 0,288 0,366 0,441 0,267 0,815 0,023 0,563 0,522 0,026 0,558
11 GPT 0,660 0,501 0,786 0,638 0,123 0,722 0,780 0,015 0,580 0,319 0,838 0,260 0,140 0,198
14 Idh 0,388 0,004 0,466 0,203 0,555 0,404 0,001 0,491 0,109 0,011 0,886 0,309 0,480 0,004
15 Leukozyten 0,107 0,049 0,044 0,081 0,899 0,819 0,016 0,543 0,001 0,047 0,268 0,009 0,005 0,969
16 lymphabs 0,210 0,142 0,225 0,388 0,657 0,250 0,998 0,048 0,429 0,030 0,942 0,848 0,618 0,187
17 lymphocy 0,845 0,124 0,431 0,983 0,367 0,118 0,184 0,270 0,671 0,383 0,203 0,089 0,657 0,727
18 MCV 0,768 0,406 0,072 0,630 0,942 0,131 0,310 0,117 0,0001 0,002 0,535 0,057 0,001 0,199
19 metamyel 0,413 0,340 0,035 0,417 0,630 0,318 0,432 0,202 0,661 0,110 0,937 0,565 0,161 0,737
20 monoabs 0,322 0,0005 0,046 0,152 0,161 0,458 0,267 0,294 0,030 0,0005 0,051 0,0001 0,009 0,910
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Gruppe |Variablen RUNX1  ASXL1 CBL  DNMT3A  ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1  SRSF2  STAG2 TET2 TP53 U2AF1
21 monocyte 0,206 0,002 0,070 0,195 0,029 0,171 0,009 0,268 0,628 0,0005 0,045 0,0001 0,254 0,609
23 myelocyt 0,431 0,108 0,891 0,155 0,614 0,124 0,137 0,107 0,917 0,418 0,692 0,938 0,325 0,793
25 promyelo 0,868 0,424 0,577 0,628 0,240 0,913 0,395 0,758 0,603 0,0005 0,054 0,908 0,627 0,534
26 retiabs 0,494 0,192 0,051 0,301 0,071 0,491 0,553 0,117 0,020 0,266 1,000 0,540 0,076 0,049
27 retipro 0,486 0,256 0,668 0,223 0,776 0,007 0,157 0,478 0,435 0,004 0,435 0,730 0,324 0,824
28 stabkern 0,175 0,149 0,004 0,354 0,696 0,318 0,061 0,765 0,014 0,529 0,760 0,844 0,527 0,118
30 Thrombozyten 0,004 0,424 0,592 0,838 0,104 0,440 0,008 0,375 0,0001 0,006 0,655 0,567 0,015 0,871
31 Vitb12 0,276 0,0005 0,169 0,641 0,242 0,237 0,148 0,227 0,865 0,945 0,564 0,368 0,555 0,181
ris ohne null 0,456 0,466 0,209 0,941 0,029 0,834 0,005 0,793 0,020 0,489 0,847 0,392 0,882 0,721
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3.5 Korrelation der Gene untereinander

Wie bereits in Kapitel 3.1 aufgearbeitet, besteht eine gro3e Spannbreite in der Anzahl
der Mutationen, die bei einem einzelnen Patienten vorliegen konnen. In diesem
Patientenkollektiv mit 878 Patienten lag diese zwischen keiner bis hin zu sechs
Mutationen. Es wurden nicht nur Korrelationen zwischen den einzelnen Genen und
klinischen Parametern ermittelt, sondern auch zwischen den Genen untereinander.
Dies wurde mittels Kreuztabellen und anschlieBend mit dem Chi-Quadrat-
Unabhangigkeitstest errechnet, um die madgliche Koexistenz von bestimmten
Mutationskombinationen aufzudecken.

Alle signifikanten Werte wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die einen, die gezeigt
haben, dass zwei Gene uberzufallig haufig gemeinsam mutiert waren (dunkleres grun)
und die anderen, die zwar auch signifikant sind, aber bei denen das Gen eher als
alleinige Mutation vorliegt (hellgran).

Das Gen ASXL1 war haufig gemeinsam mit RUNX1, EZH2, MLL, SRSF2 und U2AF2
mutiert. Ahnliche Zusammenhange zeigten sich bei RUNX1 welches Uberzufallig
haufig mit ASXL1, ETV6, EZH2, SRSF2 und TET2 mutiert ist. Auch die Gene JAK2
und SRSF2 zeigten ein haufiges Vorliegen einer weiteren Mutation. Wie zum Beispiel
JAK2 haufig mit SF3B1, SRSF2, TET2 oder U2AF 1 als Co-Mutation vorlag. Bei SRSF2
galt dies zu den oben genannten Kombinationen zusatzlich fur CBL, ETV6, STAG2
und TET2.

Im Gegensatz dazu ist hervorzuheben, dass das Gen SF3B1 in der Mehrheit der
Korrelationen bevorzugt als einzige Mutation vorlag. Dies gilt fir die Kombination mit
den Genen RUNX1, EZH2, SRSF2, U2AF1.

TET2 und TP53 waren haufig gemeinsam mutiert.
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Tabelle 3.5-1: Gen-Gen Korrelationen p-Werte der Kreuztabellen

Legende: hellgriin signifikant, Genkombination selten
dunkelgriin signifikant, Genkombination haufig
B Variable ist konstant
Variablen RUNX1  ASXL1 CBL DNMT3A ETV6 EZH2 JAK2 MLL SF3B1 SRSF2 STAG2  TET2 TP53 U2AF1
RUNX1
ASXL1 0,0001
CBL 0,435 0,16
DNMT3A 0,239 0,145 0,659
ETV6 0,019 0,321 0,142 0,211
EZH2 0,0001 0,0005 0,979 0,278 0,181
JAK2 0,456 0,087 0,493 0,411 0,577 0,369
MLL 0,436 0,002 0,728 0,34 - 0,389 0,424
SF3B1 0,043 0,437 0,243 0,029 0,085 0,017 0,0001 0,665
SRSF2 0,0001 0,02 0,026 0,024 0,001 0,129 0,037 0,83 0,004
STAG2 0,69 0,218 0,448 0,927 0,449 0,364 0,815 - 0,317 0,009
TET2 0,003 0,268 0,897 0,547 0,862 0,087 0,003 0,337 0,02 0,0001 0,89
TP53 0,141 0,022 0,215 0,824 0,159 0,284 0,997 0,359 0,364 0,056 0,94 0,004
U2AF1 0,678 0,0005 0,079 0,557 0,718 0,785 0,001 0,043 0,151 0,425 0,154 0,424
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3.6 Multivariate Analyse

Um den Effekt der bisher einzeln untersuchten Variablen auf die Uberlebenszeit zu
untersuchen, wurde das Cox-Modell (proportionales Hazard-Modell) eingesetzt. Es
konnten so Variablen definiert werden, die einen unabhangigen prognostischen
Einfluss auf die Uberlebenszeit besitzen.

In die Regressionsanalyse wurden die prognostisch relevanten Mutationen (RUNX1,
ASXL1, EZH2, TP53), die Risikoeinschatzung nach IPSS-R, das Alter, die Einteilung
der Karyotypen und die Anzahl der Mutationen miteinbezogen.

Bei einer SF3B1 Mutation gibt es zwar auch einen signifikanten Zusammenhang zum
Uberleben der Patienten, dieser ist aber entgegen allen anderen Genen von
protektivem Wert. Deshalb wurde die Variable nicht in die Multivariate Analyse
eingeschlossen.

EZH2, ASXL1, TP53 und die Einteilung der Karyotypen zeigten sich als unabhangige
Prognoseparameter. Eine ASXL1 Mutation hatte mit Wald=22,35 die grofdte
prognostische Relevanz. Die dazugehorigen Signifikanzwerte werden in Tabelle 3.6.1

dargestellt.
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Tabelle 3.6-1: Cox Regression — proportionales Hazard Modell

0,0001 bedeutet, dass der Wert der Zelle < 0,0001

A Unteres Cl fiir Oberes Cl fiir
Wald df  Signifikanz  Exp(B) Exp(B) Exp(B)

Schritt1 ASXL1 19,140 1 0,0001 0,429 0,294 0,627
Schritt2 ASXL1 22,866 1 0,0001 0,391 0,266 0,574

TP53 16,774 1 0,0001 0,324 0,189 0,555
Schritt 3 ASXL1 20,045 1 0,0001 0,413 0,281 0,609

EZH2 15,176 1 0,0001 0,383 0,237 0,621

TP53 16,331 1 0,0001 0,330 0,193 0,565
Schritt4 ASXL1 22,349 1 0,0001 0,390 0,264 0,576

EZH2 18,105 1 0,0001 0,343 0,209 0,561

TP53 8,558 1 0,0034 0,424 0,239 0,753

Chromosomen IPSS-R 10,960 4 0,0270

Kategorien

Chromosomen IPSS-R 3,129 1 0,0769 0,327 0,095 1,128

Kategorien (1)

Chromosomen IPSS-R 10,053 1 0,0015 0,383 0,212 0,693

Kategorien (2)

Chromosomen IPSS-R 6,310 1 0,0120 0,390 0,187 0,813

Kategorien (3)

Chromosomen IPSS-R 2,527 1 0,1119 0,536 0,248 1,156

Kategorien (4)
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4 Diskussion

Durch Untersuchungen von Genotyp-Phanotyp-Korrelationen soll in dieser Arbeit
anhand von 878 Patienten aus dem Ddusseldorfer MDS-Register der Einfluss von
somatischen Mutationen auf klinische Parameter betrachtet werden. Aulierdem
wurden Uberlebenszeitrisiko und Risiko der Progression in eine AML berechnet.

Es lassen sich folgende Kernaussagen treffen:

1) Fur die Gene RUNX1, ASXL1, EZH2, SF3B1, TP53 liel3 sich ein signifikanter
Unterschied in der Uberlebenszeit je nach Mutationsstatus nachweisen.

2) Der Zeitraum bis zum AML Ubergang war bei RUNX1, DNMT3A, SF3B1 und TP53
Mutation signifikant unterschiedlich.

3) Je mehr Mutationen pro Patient vorlagen, desto schlechter war das mediane
Uberleben, und desto haufiger ging die Erkrankung in eine AML Uiber.

4) ASXL1, EZH2 und TP53 zeigten ein signifikant kiirzeres Uberleben unabhéngig vom
Karyotyp des Patienten.

5) Bei Vorliegen einer RUNX1 Mutation wiesen die Patienten vor allem ein normo- bis
hypozellulares Knochenmark auf, wohingegen bei SF3B1 Mutation haufiger ein normo-
bis hyperzellulares Knochenmark zu finden war.

6) Der Anteil der Blasten im Knochenmark zeigte einen signifikanten Zusammenhang zu
einer RUNX1, SF3B1, SRSF2 und TP53 Mutation. Nur bei Vorliegen einer SF3B1

Mutation war der Anteil der Blasten niedriger als beim Wildtyp.

Ungefahr vor zehn Jahren ruckte der Blick bei Patienten mit Myelodysplastischen
Syndromen zunehmend auf die Identifikation von veranderten Genen. Dies geschah
wesentlich durch die Arbeit von Bejar et al. 2011, in der zum ersten Mal in gro3em
Rahmen die Haufigkeiten verschiedener Genmutationen bei MDS beschrieben
wurden. [4] Weitere wichtige Arbeiten, die beispielsweise auch die somatischen
Mutationen des Splicing Apparates betrachten, oder sich der Verteilung von einzelnen
Mutationen innerhalb der WHO Subtypen gewidmet haben, sind im ahnlichen Zeitraum
veroffentlicht worden. [5, 37, 40]
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Die am haufigsten mutierten Gene bei MDS Patienten sind in der Literatur wie folgt
beschrieben und hier vereinfacht zusammengefasst:

- 15-30% fur SF3B1 [40, 42]

- 15-25% fur TET2 [45]

- 10-20% fur ASXL1 [47]

- ca. 10% fur RUNX1 und STAG2 [9]

- <10% fur DNMT3A [46], TP53 [4], SRSF2, U2AF1 [43] fur EZH2 [48] JAKZ2 [62]

- <5% CBL, ETV6, ZRSR2, IDH1/2, BCOR, NRAS

Die Haufigkeiten der selten mutierten Gene (<5%) decken sich mit den Ergebnissen
dieser Arbeit. Mutationen der Gene TP53, SF3B1, JAK2, U2AF1 und STAG2 kamen
in dieser Kohorte mit 11,3%, 29,9%, 11,5%, 8,7%, 5,2% auch im Rahmen der
bekannten Haufigkeiten vor. Lediglich die Gene TET2, DNMT3A, ASXL1, EZH2,
RUNX1 und SRSF2 waren bei den Patienten aus dem Dusseldorfer MDS-Register
deutlich haufiger mutiert, als dass es die aktuelle Literatur beschreibt. Ein Grund dafur
konnte sein, dass in der Uniklinik insgesamt haufiger auf eine Genmutation untersucht
wird. AuRerdem sind es gerade die Patienten, die sich mit einem schlechten Verlauf
und allgemein schlechterem klinischen Zustand in einem Zentrum prasentieren. Daher
ist es nicht verwunderlich, dass die prognostisch schlechten Gene im Dusseldorfer
MDS-Register haufiger eine Mutation aufwiesen.

Durch den relativ kurzen Beobachtungszeitraum bei dieser oft mild verlaufenden
Erkrankung waren in dieser Kohorte verhaltnismalig wenig Patienten zum
Untersuchungszeitpunkt verstorben (230 von 878 Patienten, 26,2%). Daher ist die
Aussagekraft gegebenenfalls leicht zugunsten der noch Lebenden verzerrt.
Myelodysplastische Syndrome waren in dieser Arbeit mit 60,8% etwas haufiger bei
Mannern zu finden, wie dies auch in der Literatur beschrieben wurde. [5, 37] Die
Kohorte hatte ein geringeres Durchschnittsalter bei Erstdiagnose (66,2 Jahre), da vor
allem diejenigen eingeschlossen wurden, bei denen eine Genanalyse durchgefuhrt
wurde und dadurch moglicherweise altere Patienten ausgeschlossen wurden. Dies
erklart auch gleichzeitig, aus welchem Grund zum Zeitpunkt der letzten Untersuchung
in der Kohorte wenig Patienten verstorben waren. Die Verteilung der aktuellen WHO
Klassifikation von 2016 in dieser Arbeit deckt sich mit der Veroffentlichung von Strupp
et al. [63]
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Die Anzahl der untersuchten Metaphasen bei der Chromosomenanalyse soll laut
aktueller Literatur bei ca. 20-25 liegen. Darlber hinaus untersuchte Metaphasen
bringen in den allermeisten Fallen keinen zusatzlichen Informationszugewinn. [55] In
dieser Arbeit wurden alle Patienten mit einem Karyotypen und mehr als neun
untersuchten Metaphasen in die Rechnungen mit eingebunden. Durch de Swart et al.
wurde beschrieben, dass bei Patienten mit weniger analysierten Zellen und normalem

Karyotypen die Aussagekraft im klinischen Alltag vertretbar ist. [64]

Prognose der Patienten

Die Prognoseeinschatzung ist bei dem heterogenen Krankheitsverlauf eine der
wichtigsten Saulen, um die Therapie fur Patienten entsprechend planen zu kdnnen.
Bereits 1997 wurde es durch den von Greenberg et al. vorgestellten Prognosescore
IPSS mittels klinischer Kriterien moglich, Patienten in verschiedene Risikogruppen
oder andere Grenzwerte bekannter Parameter zu finden, um die Prognose von
Patienten noch genauer vorhersagen zu kdnnen. Aktuell ist der Prognosescore von
Greenberg et al. aus dem Jahr 2012 international anerkannt und im klinischen Alltag
tief verwurzelt. [22] Die Verteilung der IPSS-R Kategorien in der Literatur entspricht
auch der Verteilung dieser untersuchten Daten. Die Patienten zeigten je nach
Kategorie des IPSS-R signifikant andere Uberlebenszeiten und andere Haufigkeiten
fur die Transformation in eine AML. Auch wenn schon einiges uber die
Risikoeinschatzung bei Nachweis von einzelnen Mutationen bekannt ist, flie3t diese
Information aktuell noch nicht in den Risikoscore mit ein.

Besonders hervorzuheben ist die aulRerst gute Prognose, die Patienten mit SF3B1
Mutation aufweisen. Dies zeigt sich sowohl in dieser Arbeit, in den Uberlebenskurven
und dem Risiko fur eine AML, als auch in aktuellen Daten. [52] Aul3erdem wurden
weniger Zytopenien bei Patienten mit SF3B1 Mutation nachgewiesen. [5, 42]

Im Gegensatz dazu waren TP53, RUNX1, ASXL1, EZH2, ETV6, SRSF2, DNMT3A
Mutationen mit einem kurzeren Gesamtuberleben und verringerter Zeit bis zur
Progression in eine AML assoziiert. [4, 41, 46, 47, 65, 66]

Fir die Gene TP53, RUNX1, ASXL1 und EZH2 konnte in dieser Arbeit ebenfalls der
negative Einfluss auf das Gesamtlbeleben gezeigt werden. Allerdings bestand flr
ETV6, SRSF2 und DNMT3A in dieser Patientenkohorte kein signifikanter Unterschied.
FUr Patienten mit TET2 Mutation konnte in dieser Kohorte kein Unterschied im

Uberleben festgestellt werden, wie auch in der aktuellen Studie von Coltro et al.
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gezeigt wurde. [67] Als zusatzlich prognostisch wichtiger Faktor gilt das Alter der
Patienten bei Erstdiagnose. In Bezug auf das Uberleben wurden die entsprechenden
Zeiten in Tabelle 3.2.1 dargestellt. In der Gruppe mit Personen unter 60 Jahren scheint
es, als wenn die Patienten ohne Transplantation langer leben wirden. Der Grund dafur
ist, dass vor allem jungere Hochrisiko-Patienten transplantiert werden, die sonst (ohne
Transplantation) noch kirzer leben wirden.

Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang in eine AML und die Zeitspanne bis zu
diesem Ereignis stellte sich fur RUNX1, DNMT3A, SF3B1 und TP53 in dieser Arbeit
signifikant unterschiedlich dar. Dies deckt sich mit aktueller Literatur und
Ubersichtsarbeiten der letzten Jahre. [37, 68-70] Auch hier ist eine SF3B1 Mutation
die einzig prognostisch glinstige Aberration.

Es konnte aulierdem gezeigt werden, dass je mehr Mutationen pro Patient vorlagen,
desto schlechter das mediane Uberleben war, und umso haufiger die Erkrankung in
eine AML Uberging. Es ist bekannt, dass weniger Mutationen insgesamt fur ein
langeres Uberleben der Patienten sprechen. [5] Deshalb wurde mit der Variable
,Mutationskategorie“ die Anzahl der Mutationen mit dem Vorhandensein von einer
SF3B1 Mutation kombiniert. Es sollte der gemeinsame Einfluss auf das Uberleben von
der prognostisch glnstigen Mutation SF3B1 mit der prognostisch schlechten Variable
»+Anzahl der Mutationen® getestet werden. Ein mdgliches Ergebnis hatte sein kdnnen,
dass Patienten mit mehreren Mutationen und Nachweis von SF3B1 Veranderungen
dennoch eine bessere Prognose haben, als die Patienten mit der gleichen Anzahl an
Mutationen ohne SF3B1 Aberration. Diese Untergruppe der Kohorte war zu klein, als
dass signifikante Ergebnisse ausgearbeitet werden konnten. Ganz aktuell hat
Bersanelli et al. auch einen Bezug zwischen einer Co-Mutation im SF3B1 Gen und
besserem Outcome hergestellt. [65]

In verschiedenen Studien wurde bereits mehrfach versucht, nicht nur den einfachen
Effekt von somatischen Mutationen, sondern auch mit anderen prognostisch
bedeutsamen Parametern den gemeinsamen Einfluss auf die Uberlebenszeit zu
untersuchen. So konnte von Haferlach 2014 und von Bejar 2011 jeweils ein Modell
vorgestellt werden, in welches sowohl Alter, Geschlecht, die IPSS-R Kategorien, als
auch die haufigsten mutierten Gene mit eingebunden waren. Zusatzlich zu den
klinischen Parametern hatten in diesen Studien die Information Uber mogliche
Mutationen der Gene TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, ASXL1 einen signifikanten und

unabhangigen Nutzen fur die Abschatzung der Prognose der Patienten ergeben. [4, 5]

79



Aulerdem konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Mutationen im RUNX1, ASXLA1,
EZH2 und TP53-Gen unabhangig vom IPSS (alles Niedrigrisiko-Patienten) mit einem
kirzeren Gesamtliberleben assoziiert waren. Dies ermdglicht auch bei Niedrigrisiko-
Patienten Uber einen fruheren Therapiestart und andere Therapiemoglichkeiten zu
diskutieren, von denen sie profitieren konnten. [71] Im Jahr 2016 hat die Arbeitsgruppe
von Nazha et al. diese Erkenntnisse bestatigt und konnte zeigen, dass Alter, IPSS-R,
EZH2, SF3B1 und TP53 unabhangige Prognosefaktoren sind. [72]

In dieser Arbeit wurden die bis dato univariat untersuchten Variablen nun mittels Cox-
Regression auf ihren gemeinsamen Einfluss auf die Uberlebenszeit Gberpriift. In diese
Rechnungen wurden die prognostisch relevanten Mutationen (RUNX1, ASXL1, EZH2,
TP53), der IPSS-R, das Alter, die Einteilung der Karyotypen und die Anzahl der
Mutationen mit einbezogen. Letztendlich konnte gezeigt werden, dass die folgenden
Gene ASXL1, EZH2 und TPS53 und der Karyotyp des Patienten in der multivariaten
Analyse ein signifikantes Ergebnis ergaben. Fiur den klinischen Alltag bedeutet das,
dass, unabhangig vom Chromosomensatz, der Nachweis von einer dieser drei
Mutationen fur die Prognoseeinschatzung und damit Therapieplanung einen Mehrwert
an Informationen darstellt. Fur eine TP53 Mutation konnte dies bereits in Bezug auf
einen schlechten Karyotypen von Haase et al. dargelegt werden. [24] Auf der anderen
Seite konnten diese drei Gene gegenuber dem IPSS-R in dieser Arbeit kein
signifikantes Ergebnis erzielen. Der Einfluss der somatischen Mutationen ist bereits
uber die klinischen Variablen wie Hamoglobin, Blasten im KM, Thrombozyten und
absolute Zahl neutrophiler Granulozyten im IPSS-R festgehalten worden. [4]

Auch Bejar et al. hatte Schwierigkeiten, Mutationsdaten in die Prognoseabschatzung
zu implementieren und kam zu dem Schluss, dass weiterhin viele Patienten bei
Erstdiagnose auf Mutationen analysiert werden sollten, um in Zukunft bessere Daten
bezlglich des Krankheitsverlaufs auswerten zu kénnen. [73] Ein routinemalliges
Screening auf die wichtigsten Mutationen wird zum Beispiel auch von Thol und
Platzbecker et al. empfohlen und konnte moglicherweise in Zukunft in einen
uberarbeiteten Risikoscore mit einflieRen. [4, 5, 14]
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Geno-Phanotyp-Korrelationen

Anhand der Untersuchungen der 878 Patienten aus dem Dusseldorfer MDS-Register
soll im Folgenden die Auspragung klinischer Merkmale bei Vorliegen einer Mutation
diskutiert werden. So finden sich diese Mutationen in den entsprechenden Subtypen
der WHO-KIlassifikation Uberproportional haufiger wieder. TET und SRSF2 Mutationen
kamen jeweils vor allem bei dem Subtyp CMML und myelodysplastisch/
myeloproliferativen Erkrankungen vor. [37, 40, 53, 54, 74] Bei TET2 und SRSF2
Mutation konnte auRerdem eine Korrelation zu multiliniaren Dysplasien und Subtypen
mit einem Blastenexzess hergestellt werden. [43, 75, 76] Auch in dieser Arbeit konnte
eine Haufung der SRSF2 und TET2 Mutation bei CMML Subtyp festgehalten werden.
Aulerdem kam eine SF3B1 Mutation haufiger bei MDS RS SLD, MDS RS MLD und
MDS/MPN RS T vor. Dies wurde auch bereits in der Literatur beschrieben, und konnte
somit bestatigt werden. [40, 53] Yoshida et al. hat zudem davon berichtet, dass eine
SF3B1 Mutation seltener bei einer de-novo AML vorliegt. Diese Tendenz war in dieser
Arbeit ebenfalls zu sehen, jedoch sind die Unterschiede nicht signifikant. Da die
Analyse bestimmter Gene bereits in die Diagnosestellung miteinfliel3t, erklart dies
entsprechende Zusammenhange von SF3B1 bei den Subgruppen mit
Ringsideroblasten und TET2 bei CMML.

Circa 60% der Patienten mit RARS-T bzw. myelodysplastisch/myeloproliferativen
Subtypen wiesen eine Mutation im JAK2 Gen auf. [50, 53, 62, 74] Durch die neue
WHO Kilassifikation werden die Subtypen heutzutage anderweitig benannt. Die
entsprechenden Patienten wirden durch die neue Klassifikation vermutlich unter
MDS/MPN RS T einsortiert werden. Auch mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass eine JAK2 Mutation vor allem bei den Subtypen mit myeloproliferativen
Eigenschaften (MDS/MPN RS T und MDS/MPN U) vorkam. Malcovati et al. hat
hinzufugend die Vermutung aufgestellt, dass diese Overlap-Erkrankungen bei
vorbestehendem MDS unter anderem durch den Zugewinn von einer JAK2 Mutation
die myeloproliferative Eigenschaften ausbilden. [77]

Genau wie die Mutationen TET2 und SRSF2 wiesen auch eine DNMT3A und STAG2
Mutation einen unabhangigen Zusammenhang zu multiliniaren Dysplasien auf. [76]
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass eine DNMT3A Mutation haufiger bei den
Subtypen EB1, EB2 und AML vorlag. Dies war jedoch nicht signifikant. Die Tendenz
fur einen AML-ahnlichen Phanotyp wird den Genmutationen RUNX1, STAGZ2 und
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IDH1/2 vorausgesagt. Aulderdem liege bei einer RUNX1 und TP53 Mutation haufiger
ein Blastenexzess vor. [4, 74]

In Rahmen dieser Untersuchungen konnte eine Haufung von RUNX1 und TP53
Mutation bei den Subtypen mit Blastenexzess festgehalten werden. RUNX1 kam
zudem signifikant haufiger bei der CMML, und TP53 bei AML(RAEB-T) vor. Dass eine
ASXL1 und CBL Mutation mit CMML in Korrelation stehen, geben sowohl die Daten
dieser Arbeit als auch die aktuelle Literatur wieder. [51, 53]

Der Hamoglobinwert zeigte bei SRSF2 (mutiert: 11,2g/dl, Wildtyp: 9,9g/dl) TET2
(mutiert: 10,7g/dl, Wildtyp: 10,0g/dl) und TP53 (mutiert 9,5g/dl, Wildtyp:10,2g/dl) einen
signifikanten Unterschied je nach Mutationsstatus. Gerade in Bezugnahme der
Einteilung des IPSS-R wird deutlich, dass bei SRSF2, und TP53 Mutation zudem ein
Sprung in der IPSS-R-Hb-Einteilung vorlag. Die Grenze des bekannten Prognose-
Scores bestatigt demnach die Auftrennung von Risikogruppen. So besteht bei
Patienten mit SF3B1 Mutation ein niedrigeres Hamoglobin, mit TET2 Mutation haufig
ein hoheres Hamoglobin und bei TP53 konnte bis jetzt kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. [24, 37, 44, 67]

Die Anzahl der Blasten im Knochenmark zeigte einen signifikanten Zusammenhang
zu einer Mutation der Gene RUNX1, SF3B1, SRSF2 und TP53. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sind in Klammern aufgefuhrt. Dabei gilt SF3B1 als einziges als prognostisch
gunstig, weil bei den Patienten mit Mutation weniger Blasten vorliegen (mutiert: 3,1%,
Wildtyp: 5,3%). [42, 44] Bei den Genen RUNX1 (mutiert: 6,4%, Wildtyp: 5,5%) SRSF2
(mutiert: 6,5%, Wildtyp: 5,1%) und TP53 (mutiert: 6,9%, Wildtyp: 5,2%) lassen sich
bei Mutation im Knochenmark mehr Blasten nachweisen. [4, 24] Bemerkenswert
hierbei ist, dass bei eine SF3B1 Mutation der Anteil von im Durchschnitt 5,3% Blasten
bei unter 5% lag, und dies in der Diagnosestellung mit der WHO Klassifikation von
2016 auch die Grenze flr bestimmte Subtypen darstellt. Es kdnnte grundlegend dafur
sein, weshalb eine SF3B1 Mutation seltener in den Subtypen mit vermehrten Blasten
vorkommt (EB1, EB2 und AML/RAEB T). Zusatzlich zu den oben beschriebenen
Genen mit unterschiedlichem Blastenanteil, wurde in der Literatur eine hdohere
Blastenanzahl bei DNMT3A Mutation und eine niedrige bei TET2 Mutation
beschrieben. [46, 67]

Es ist bekannt, dass eine Veranderung der Gene JAK2, SF3B1 und U2AF1 zu einer
abweichenden Zahl an Leukozyten und neutrophile Granulozyten fuhrt. [44, 50, 75, 78]
Fir eine JAK2 und SF3B1 Mutation konnte in dieser Arbeit der bisherige Wissenstand
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bestatigt werden und zusatzlich fur DNMT3A, TET2 und TP53 ein Unterschied
herausgearbeitet werden. Haase et al. hatte zuvor keine Differenz bei TP53 Mutation
gesehen. [24]

Die zuvor vorgestellten Untersuchungen zeigten bei Mutation der Gene RUNX1, JAK2,
SF3B1, SRSF2 und TP53 verschiedenartige Thrombozytenwerte im peripheren Blut
der Patienten. Frihere Arbeiten konnten bereits Zusammenhange zwischen einer
somatischen Mutation und der quantitativen Befunde von Thrombozyten feststellen.
Bei JAK2 und SF3B1 Mutation haben die Patienten oft eine Thrombozytose. [44, 49,
50, 75, 76, 79] Bei TET2, TP53, U2AF1 RUNX1, und NRAS Mutation liegt haufiger
eine Thrombozytopenie vor. [4, 24, 67, 78]

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Vorliegen einer SF3B1 Mutation
die Patienten haufiger Ringsideroblasten im Blut vorweisen. [37, 40-42, 44, 52] Dass
vermehrt Defekte der Erythropoese bei SF3B1 Mutation bestehen, wurde durch die
Arbeit von Damm et al. hervorgehoben. [44] Aulerdem stellt sich bei positivem
Nachweis einer Mutation im SF3B1 Gen eine héhere Menge von Megakaryozyten dar.
[79] Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass bei Vorliegen einer SF3B1 Mutation
die Patienten haufiger ein normo- bis hyperzellulares Knochenmark aufwiesen,
wohingegen bei einer RUNX1 Mutation vor allem ein normo- bis hypozellulares
Knochenmark zu finden war. Zusatzlich erwies sich ein Zusammenhang zwischen
verandertem ASXL1 Gen und einer Monozytose.

Nur bei Patienten mit Linksverschiebung der Granulopoese wurde in dieser Arbeit eine
CBL Mutation gefunden. Einschrankend muss jedoch hinzugeflgt werden, dass fur
diese Korrelation lediglich von 113 Patienten Informationen vorlagen. Da CBL jedoch
insgesamt nicht sehr haufig mutiert ist und daher seltener Analysen gemacht werden,
besteht ein entsprechender Aufwand deutlich grof3ere Kohorten zu rekrutieren. Auch
Schwaab et al. hat eine gehaufte Linksverschiebung sowie Monozytose und
myeloproliferativen Eigenschaften bei CBL Mutation gesehen. Es wird daher
empfohlen, bei Patienten mit den Subtypen MDS/MPN, die keine Mutation in den
Genen ABL und JAKZ2 aufweisen, ein Screening auf eine CBL Mutation vorzunehmen.
[51]

Beim Vergleich der Chromosomensatze mit genetischen Aberrationen sind manche
Genmutationen signifikant haufiger bei bestimmten Kategorien der Karyotypen zu

finden. Eine RUNX1 Mutation trat in dieser Kohorte haufiger bei diversen Anomalien
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und Trisomie 8 auf. Auch eine ASXL1 oder SRSF2 Mutation war Uberproportional
haufiger bei Patienten mit Trisomie 8 nachzuweisen. Veranderungen im TET2 Gen
werden vor allem bei Patienten mit Trisomie 8 oder minus Y als Karyotypen gefunden.
Wie bereits haufig in der Literatur beschrieben ist eine TP53 Mutation vermehrt bei
Patienten mit komplexen Karyotypen oder del(5q) festzustellen. [4, 37] Dies kann
durch die Ergebnisse dieser Arbeit auch bestatigt werden. Im Gegensatz dazu ist
SF3B1 kaum bei einem komplexen Karyotypen mutiert, sondern liegt meist als
alleinige Mutation vor. [37, 78] Auch durch diese Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass je hoher die Risikogruppe des Karyotypen nach IPSS-R ist, desto
geringer ist der Anteil der Patienten mit SF3B1 Mutation (very good mit 40,6% bis very
poor 16,2%). Die in der Einleitung gestellte Frage, ob somatische Mutationen
uberzufallig haufig im Kontext zytogenetischer Aberrationen stehen, kann somit
deutlich bestatigt werden.

Als Symptomatik bei Erstdiagnose zeigte eine ETV6 Mutation sowohl zu
thromboembolischen Ereignissen, als auch zu hamorrhagischen Diathesen eine
signifikante Korrelation. Ohne diese genannte Symptomatik ist in den allermeisten
Fallen keine Mutation nachzuweisen. Mdglicherweise ist also bei Aberration in dem
ETV6 Gen die Hamostase der Patienten insofern beeintrachtigt, dass neben
Blutungskomplikationen auch thromboembolische Ereignisse zu Stande kommen.
Zumindest Bejar et al. hat beschrieben, dass bei einer ETV6 Mutation mehr Patienten
kleinere Thrombozytenwerte haben. [4] Einschrankend muss hinzugeflgt werden,
dass in diesem untersuchten Patientenkollektiv wenig Patienten mit Analysen und
noch weniger mit Mutation im ETV6 Gen vorlagen. Zukunftige Studien konnten mit
mehr Patienten dieser Frage spezifischer nachgehen.

Aulerdem konnte in dieser Studienpopulation ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen einer TP53 Mutation und friherer Exposition mit
alkylierenden Substanzen sowie vorbestehenden Grunderkrankungen (wie zum
Beispiel M.Hodgkin, NHL, Myelome, Karzinome, rheumatologische Erkrankungen)
gezeigt werden. Gleichzeitig haben diese Patienten mit TP53 Mutation oft in der
Vorgeschichte bereits eine Chemo- oder Radiotherapie erhalten. Vermutlich ist der
iatrogene Zellschaden die Ursache fur die TP53 Mutation und erklart den

Zusammenhang zu einem sekundaren MDS.
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Neben der Assoziation von Genotyp-Phanotyp Korrelationen sind manche Gene
eindeutig haufiger mit anderen Genen gleichzeitig mutiert und liegen als sogenannte
Co-Mutationen vor. In der Literatur sind folgende Zusammenhange beschrieben:

- U2AF1 Mutation mit ASXL1, DNMT3A Mutationen [43]

- TET2 Mutation mit CBL, SRSF2 und ZRSR2 [67, 75, 76]

- SRSF2 Mutation mit ASXL1, TET2, JAK2, RUNX1, IDH2, CBL, STAG2, NRAS, IDH1

[43,74,78]
- SF3B1 Mutation zu TET2, DNMT3A, SRSF2, ASXLA1. [66, 75]
- TP53 Mutationen sind selten bei den Patienten mit SF3B1 Mutation nachzuweisen [41]

In dieser Arbeit wurde auch die Existenz von Korrelationen zwischen verschiedenen
somatischen Co-Mutationen Uberpruft. Wie im Ergebnisteil bereits dargestellt war das
Gen ASXL1 haufig gemeinsam mit RUNX1, EZH2, SRSF2 und U2AF1 mutiert. Bei
RUNX1 waren es ASXL1, ETV6, EZH2, SRSF2 und TET2. In der Kohorte konnte
aulBRerdem dargestellt werden, dass eine SRSF2 Mutation haufig in Kombination mit
CBL, ETV6, SF3B1, STAG2, TET2 oder U2AF1 vorlag. TET2 und TP53 waren haufig
gemeinsam mutiert und JAK2 war haufig mit Mutation des Splicing-Apparates
verbunden, insbesondere JAK2 und SF3B1 Mutation bei den MDS/MPN-Subtypen.
Im Gegensatz dazu ist hervorzuheben, dass das Gen SF3B1 in der Mehrheit bevorzugt
als einzige Mutation vorliegt. Moglicherweise ist dieser Zusammenhang ein geringer
Bestandteil fur die prognostische Aussagekraft der Genmutationen. Wenn bestimmte
Gene besonders haufig mit anderen Mutationen als Co-Mutationen vorliegen, ist allein
die Anzahl der Mutationen pro Patient (siehe Kapitel 3.2.3) mit einem schlechten
Einfluss auf das Uberleben des Patienten verkniipft, welches sich dann wiederum auf
die Prognose der mutierten Gene niederschlagt. Dabei ist es nicht verwunderlich, dass
eine prognostisch gunstige Mutationen, wie die des SF3B1 Gens vornehmlich allein
mutiert vorliegt.

Martin et al. konnte zeigen, dass bei dem seltenen Vorliegen von einer DNMT3A und
SF3B1 Co-Mutation die Patienten in diesem Fall als Folge haufiger
transfusionspflichtig waren, ein grof3erer Anteil in eine AML Uberging und diese Gruppe
insgesamt mit einem schlechteren klinischen Outcome verbunden war. [80] Patienten
mit einer SF3B1 Mutation und einer weiteren genetischen Veranderung (vor allem in
DNA-Methylierung codierenden Genen) wiesen vermehrt eine Mehrliniendysplasie
auf. [41]
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Aulerdem haben Patienten sowohl mit TET2 als auch SRSF2 Mutation
Uberproportional haufig eine Monozytose und wiesen eine MDS/MPN-Erkrankung als
Subtyp auf (CMML oder MDS/MPN). [81]

Die Arbeit von Todisco hat Co-Mutationen zu einer SRSF2 Mutation in Bezug auf den
klinischen Phanotyp der Patienten untersucht. Bei JAK2 lag signifikant haufiger eine
Myelofibrose, bei TET2 Mutation eine Monozytose und bei STAG2, RUNX1 oder

IDH1/2 ein Blastenexzess vor. [74]

Ausblick

Aktuelle Studien haben sich mit der Frage auseinandergesetzt, inwiefern die Anzahl
der Mutationen pro Gen sowie der Umstand, dass die Mutationen auf einem Allel oder
beiden Allelen vorzuweisen sind, einen Einfluss auf das Uberleben oder klinische
Parameter hat. In zwei Veroffentlichungen (je fur TET2 und flr TP53) konnte gezeigt
werden, dass multiple Mutationen oft mit biallelischen (beide Allele betreffend)
Veranderungen verbunden sind und gleichzeitig mit einem komplexen Karyotypen,
schlechtem Gesamtlberleben, haufigen Co-Mutationen und AML-Ubergangen
assoziiert sind. [82, 83] In der Arbeit von Bernard et al. konnte aul’erdem eine
Unabhangigkeit dieser Ergebnisse vom IPSS-R dargelegt werden. Die Patienten, die
nur Veranderungen auf einem Allel vorwiesen, haben sich Uberraschenderweise nicht
von den Patienten ohne Mutation unterschieden. [83] Dass vor allem zweite oder
weitere folgende genetische Veranderungen den Phanotypen pragen, unterstutzt auch
die Arbeit von Nagata. [54] Molekulare Mechanismen beeinflussen maf3geblich den
Krankheitsverlauf bei Myelodysplastischen Syndromen mit Progression in Richtung
AML. Es wird genetisch von sogenannten ,Driver‘-Mutationen gesprochen, die als Teil
der klonalen Evolution (,second/ multiple hit') an der Entwicklung der Erkrankung
beteiligt sind. [84, 85] Weitere Untersuchungen sind an dieser Stelle notwendig, um
einzelne Mutationen als ,Driver Mutationen identifizieren und den Einfluss auf die

Prognose in Zukunft leichter benennen zu konnen. [37]
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Schlussfolgerung

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass bei bestimmten Mutationen einige
klinische Parameter verandert vorliegen und somit die Prognose im Sinne der
Uberlebensdauer und bis zum Ubergang in eine AML beeinflusst wird. Die starksten
unabhangigen prognostischen Parameter stellen in dieser Arbeit die Mutationen der
Gene ASXL1, EZH2 und TP53 sowie des Karyotypen dar. Eine Verbesserung der
Aussagekraft des IPSS-R konnte in dieser Studie leider nicht gezeigt werden, da der
Einfluss von somatischen Mutationen vermutlich Uber die klinischen Variablen wie
Hamoglobin, Blasten im Knochenmark, Thrombozyten und Neutrophile bereits in den
Risikoscore einflielt. Eine routinemalige Untersuchung des Mutationsstatus bei
Erstdiagnose ist dennoch sinnvoll und bereits durch verschiedene Paper
vorgeschlagen worden. Es dient der besseren Abschatzung des individuellen Risikos
eines Patienten und somit der optimierten Therapieplanung im klinischen Alltag.
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