Diagnostik der myeloproliferativen Neoplasien

Bei den myeloproliferativen Neoplasien (MPN) handelt es
sich um Stammzellerkrankungen, die durch eine klonale
Proliferation einer oder mehrerer Zelllinien der Granulozyto-
poese, Erythrozytopoese und Megakaryozytopoese gekenn-
zeichnet sind. Mit Ausnahme der durch die Philadelphia-
Translokation t(9;22)(q34;911) beziehungsweise durch das
BCR/ABL-Fusionstranskript definierten chronischen myeloi-
schen Leukéamie (CML) umfasst die Gruppe der sogenannten
BCR-ABL-negativen MPN folgende Erkrankungen:

] Polyzythdmia vera (PV)

=  essentielle Thrombozythamie (ET)

=  priméare Myelofibrose (PMF)

= unklassifizierbare MPN (MPN-U)

=  systemische Mastozytosen sowie als Raritaten die
chronische Neutrophilen-Leukamie (CNL) und
die chronische Eosinophilen-Leukamie (CEL)

Uberwiegend sind Erwachsene zwischen dem 5. und 7.
Lebensjahrzehnt betroffen, wobei die chronische mye-
loische Leuk&mie und die essentielle Thrombozythdmie auch
im jungeren Alter auftreten konnen. In den letzten
zehn Jahren hat der Erkenntniszuwachs Uber die geneti-
schen Grundlagen der MPN neue diagnostische und thera-
peutische Mdglichkeiten eroffnet. Im Jahre 2005 wurde die
Punktmutation JAK2 V617F in der Tyrosinkinasedoméane
des Januskinase-2-Gens entdeckt!. Diese sogenannte ,gain
of function“-Mutation fuhrt Uber einen Verlust der inhibito-
rischen Aktivitat der Pseudokinasedoméne des JAK2-Gens
zu einer unkontrollierten Aktivierung des JAK-STAT-
Signaltransduktionsweges und folglich zur klonalen Zell-
proliferation. Die Mutation JAK2 V617F ist bei circa 95 %
der Patienten mit einer Polyzythamia vera nachweisbar.
Auch bei den noch verbleibenden 5 % der PV-Erkrankungen
findet sich Uberwiegend eine Mutation im JAK2-Gen, hier
jedoch im Exon 122, Charakteristisch firr die PV mit JAK2-
Exon-12-Mutation ist eine dominierende Erythrozytoses.

Der Nachweis von Klonalititsmarkern wie JAK2 V617F
wurde in die WHO-Klassifikation 2008 erstmals als diagnos-
tisches  Hauptkriterium  aufgenommen®.  Quantitative
Genanalysen ergaben eine zunehmende JAK2-V617F-
Mutationslast im Verlauf der Transformation einer essen-
tiellen Thrombozyth&mie in eine Polyzyth&mia vera und eine
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noch héhere Mutationslast bei der Post-PV-Myelofibrose®$.
Fur den Erkrankungsphanotyp und die Biologie der myelo-
proliferativen Erkrankungen ist die JAK2-Mutationslast
demnach von entscheidender Bedeutung’.

Die genetischen Veranderungen bei der essentiellen
Thrombozythamie und der primaren Myelofibrose sind kom-
plexer als bei der Polyzythdmia vera. Die JAK2-V617F-
Mutation ist lediglich bei etwa 55 — 65 % der Patienten mit
ET oder PMF nachweisbar. Eine im Jahre 2006 von Picman
et al.? identifizierte Mutation im Thrombopoetinrezeptor-Gen,
die MPL-Exon-10-Mutation (Codon W515), liegt bei circa
5 — 10 % der Patienten mit ET oder PMF vor. Die Mutation
des Thrombopoetinrezeptors MPL induziert eine zytokinun-
abhangige Proliferation insbesondere der Megakaryozyten.

Im Dezember 2013 berichteten die Arbeitsgruppen von
Klampfl® und Nagalia'® tiber die Entdeckung von Mutationen
im Calretikulin-Gen (CALR) bei JAK2/MPL-unmutierten
Fallen von ET oder PMF. Mutationen in den Genen JAK2,
MPL und CALR kamen nicht nebeneinander vor, sondern
schlossen sich gegenseitig aus. Calretikulin ist ein multi-
funktionelles Ca?*-bindendes Protein, das Uberwiegend im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. In der Studie
von Klampfl et al.® wurden CALR-Mutationen bei 25 % der
ET- und 35 % der PMF-Patienten nachgewiesen. CALR-
Mutationen fanden sich nicht bei Patienten mit PV, AML,
CML und nur in wenigen Fallen von myelodysplastischem
Syndrom (MDS), refraktdrer Andmie mit Ringsideroblasten
und Thrombozytose (RARS-T), chronischer myelomo-
nozytarer Leukdmie (CMML) und atypischer CML. Mit der
Entdeckung der CALR-Mutationen konnte die molekular-
diagnostische Licke zwischen JAK2/MPL-mutierten und
den noch verbleibenden circa 30 % der MPN weitgehend
geschlossen werden. Weniger als 10 % der ET- und PMF-
Patienten sind negativ sowohl fir JAK2-Mutationen als auch
fur MPL- und CALR-Mutationen, auch bezeichnet als ,triple
negativ®.

Im Vergleich der JAK2-V617F-mutierten ET/PMF mit der
CALR-mutierten ET/PMF geht die CALR-mutierte ET einher
mit niedrigeren Leukozyten- und H&amoglobinwerten,



héheren Thrombozytenwerten, niedrigerem Thrombose-
risiko und jingerem Patientenalter'*12, Auch bei der CALR-
mutierten PMF werden niedrigere Leukozytenwerte und
héhere Thrombozytenwerte bei jungerem Patientenalter
beobachtet. Die Patienten entwickeln weniger haufig eine
Anamie, Leukozytose oder Transfusionsbediirftigkeit3. Der
Nachweis einer CALR-Mutation korreliert sowohl bei der ET
als auch bei der PMF mit einem signifikant verbesserten
Gesamtuberleben.

In einer Studie von Tefferi et al.'* ergab sich fir die CALR-
mutierte PMF eine mediane Uberlebenszeit von 8,2 Jahren
gegeniber 4,3 Jahren (CALR-; JAK2 V617F+), 4,2 Jahren
(CALR-; MPL+) und 2,5 Jahren (,triple negativ). Prognos-
tisch ungiinstig einzustufen ist das Vorliegen einer ASXL1-
Mutation bei CALR-negativer PMF (CALR- ASXL1+) mit
einer medianen Uberlebenszeit von 2,3 Jahren. Bei
Vorliegen der Konstellation ,triple negativ und ,CALR-
ASXL1+" ist daher von einer Hochrisiko-PMF auszugehen.

Bei den myeloproliferativen Neoplasien gelten die JAK2-,
CALR- und MPL-Mutationen als fihrende ,Driver®-
Mutationen, die den MPN-Phanotyp bestimmen!®. Neben
dem bereits bestehenden malignen Zellklon kdnnen sich
weitere, subklonale ,Driver‘-Mutationen wie zum Beispiel
ASXL1, EZH2, CBL, IDH1/IDH2, TP53 und SRSF2 etablie-
ren, die in der Regel mit einer Progression der Erkrankung
assoziiert sind*6. CALR-Mutationen liegen im Wesentlichen
in zwei Mutationssubtypen vor, einerseits Typ 1 (52-bp-
Deletionen/65 %), andererseits Typ 2 (5-bp-Insertionen/
32 %). Nach neueren Erkenntnissen scheint der CALR-
Mutationssubtyp von klinischer Relevanz zu sein. Typ-1-
Mutationen gehen demnach mit einem erhdhten Risiko einer
myelofibrotischen Transformation einher, wahrend Typ-2-
Mutationen Uberwiegend mit einem ET-Phénotyp assoziiert
sind'’.
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Bei klinischem Verdacht auf eine myeloproliferative Neopla-
sie sollten aus peripherem Blut zunachst die folgenden
Genmutationen mittels Stufendiagnostik abgeklart werden:

JAK2-V617F-Mutation; ggf. JAK2-Exon12-Mutation
Calretikulin (Insertion/Deletion)

MPL-Mutation (Codon W515)

BCR-ABL (Ausschluss CML mit untypischem
Verlauf, z. B. initiale Thrombozytose)

Die anschlielende Knochenmarkdiagnostik dient, unabhan-
gig vom Ergebnis des Mutationsscreenings, einerseits der
Diagnosesicherung, andererseits der differenzialdiagnos-
tischen Einordnung der MPN. Die zytogenetische Analyse
sowie die Abklarung weiterer Mutationen in ,Driver®-
Genen dienen der Sicherung der Klonalitat und liefern mit-
unter prognoserelevante Informationen, zum Beispiel Uber
den Nachweis eines komplex aberranten Karyotyps oder
Uber gegebenenfalls zusatzlich vorliegende subklonale
Mutationen:

Knochenmarkhistologie
Zytogenetik
ASXL1- sowie EZH2-, SRSF2-, IDH1/2-Mutation

Untersuchungsmaterial

Zytomorphologie/
Enzymchemie

je 4 — 6 luftgetrocknete Ausstriche,
Knochenmarkaspirat und periphe-
res Blut (EDTA)

3 ml EDTA-BIlut oder KM-Aspirat
(EDTA)
Knochenstanze/Beckenkamm-
trepanat (in 4 % gepuffertem For-
malin) und luftgetrocknete Ausstri-
che fur die Zytomorphologie (s. 0.)
10 ml KM-Aspirat (Li-Heparinat)

Molekulargenetik

Héamatopathologie

Zytogenetik

Fur weitere Informationen stehen wir Ihnen gerne zur Verfligung.
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