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1. Einleitung

1.1 Maligne Erkrankungen des Knochenmarks

1.1.1 Grundlagen zur Hamatopoese und assoziierten Neoplasien

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Etablierung einer Methode, die
molekularpathologisch zur Diagnostik der chronisch myelomonozytaren
Leukdmie (CMML) beitragen soll[1]. Der Nachweis von Mutationen im Serin-
Arginin-rich-splicing-factor-2-Gen (SRSF2) aus Knochenmarksbiopsien soll
dabei helfen, die Diagnose CMML zu stellen und die Krankheit von anderen
hamatologischen Neoplasien abzugrenzen[1].

Die CMML ist eine klonale und maligne Erkrankung der Hamatopoese, des
blutbildenden Systems des menschlichen Koérpers[2]. Eingeteilt werden diese
Erkrankungen nach der aktuellen WHO-Klassifikation der Tumoren der
hamatopetischen und lymphatischen Gewebe aus dem Jahr 2008|2].

Die Hamatopoese des erwachsenen Menschen findet physiologisch im
Knochenmark statt[3]. Hier entstehen aus pluripotenten Stammzellen durch
Teilung und Differenzierung die verschiedenen Zellen des menschlichen
Blutes[3]. Im Allgemeinen kann man die Hamatopoese in eine lymphatische und
eine myleoische Reihe einteilen[3]. Aus den myeloischen Stammzellen
entstehen die Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten, Mastzellen, die
dendritischen Zellen sowie Thrombozyten[3]. Aus den lymphatischen
Stammzellen entstehen B- und T-Lymphozyten sowie die NK-Zellen (Abbildung
1)[3].
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Abbildung 1: Die Zellen der Himatopoese

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung, wie im Knochenmark aus einer gemeinsamen
Stammzelle zunéchst eine lymphoide und eine myeloisc he Stammzelle entstehen. Daraus
entstehen dann in weiteren Teilungsschritten die ve rschiedenen Zellen der Hamatopoese.

Quelle: [3]

Prinzipiell kann es wahrend allen Differenzierungsstufen der Hamatopoese zur
malignen Entartung kommen, die daraus resultierenden Krankheitsbilder
unterscheiden sich demnach in Abhangigkeit ihrer Ursprungszellen[4]. Maligne
Erkrankungen des lymphatischen Systems sind beispielsweise die bei Kindern
haufig auftretende akute lymphatische Leukdmie (ALL), die Lymphome und das
Multiple Myelom (MM)[4].

Erkrankungen der myeloischen Reihe werden nach ihrem klinischen Verlauf in
akute und chronische Erkrankungen eingeteilt (Abbildung 2)[4]. Zu den akut
verlaufenden Erkrankungen gehort insbesondere die akute myeloische
Leukdmie (AML)[4]. Bei dieser findet die neoplastische Transformation auf der
Ebene einer eher unreifen myeloischen Vorlauferzelle statt[5]. Dadurch kommt
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es zur unkontrollierten autonomen Proliferation von Blasten, welche nicht nur
die normale Hamatopoese im Knochenmark verdrangen, sondern auch ins
periphere Blut ausgeschwemmt werden und Organe infiltrieren kdnnen[5].
Durch ihren aggressiven Verlauf ist eine rasche Chemotherapie oder
gegebenenfalls eine Stammzelltransplantation erforderlich[6].

Zusatzlich zu der haufigeren priméren Form, kann die AML auch sekundar, als
Ausdruck einer Progression, aus anderen Erkrankungen der Hamatopoese
entstehen[4,6,7]. Hierfuir kommen die meisten chronisch myeloischen
Neoplasien in Frage[4,6,7].

Abbildung 2: Schema der myeloischen Neoplasien

Stark vereinfachtes Schema Uber die verschiedenen mye  loischen Neoplasien, erstellt anhand der
WHO-Klassifikation[4].

AML: Akute myeloische Leukémie; MPN: Myeloproliferat ive Neoplasien; MDS/MPN:
myelodysplastisch/myeloproliferatieve Neoplasien; M DS: Myelodysplastische Syndrome; CML:
Chronisch myeloische Leukadmie; PV: Polycythamia vera; ET: Essentielle Thrombozythédmie; PMF:
Priméare Myelofibrose; CMML: Chronisch myelomonozytar e Leukamie; RCMD: Refraktare Zytopenie
mit multilinearer Dysplasie
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1.1.2 Myeloproliferative Neoplasien

Die chronisch verlaufenden Neoplasien der myeloischen Stammzellen werden
in der WHO-KIlassifikation weiter unterteilt (Abbildung 2)[4]. Eine Gruppe von
Erkrankungen wird in der WHO-Klassifikation als myeloproliferative Neoplasien
(MPN) zusammengefasst (Abbildung 2)[4]. Es handelt sich um eine heterogene
Gruppe klonaler Stammzellerkrankungen, deren gemeinsames
Charakteristikum eine Uber den Bedarf hinausgehende Proliferation
ausreifender Blutzellen ist[4]. Hauptvertreter und mit einer weltweiten Inzidenz
von 1-2 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner pro Jahr[5] die haufigste der
myeloproliferativen Neoplasien ist die chronisch myeloische Leukamie
(CML)[5]. Im Vergleich zur AML stammen die Tumorzellen bei der CML von
einer eher reiferen, pluripotenten Stammzelle ab[5]. Durch eine reziproke
Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22, der so genannten
Philadelphia-Translokation, entsteht das BCR-ABL-Fusionsgen, welches fur
eine gleichnamige Tyrosinkinase codiert[5,8]. Diese ist durch die Aktivierung
Uber den BCR-Promoter konstitutiv aktiviert, wodurch die Apoptose der
Tumorzellen gehemmt wird[8]. In ihrer ersten, chronisch stabilen Phase bleibt
die CML meist Uber Jahre klinisch stumm und wird oft nur zuféllig im Rahmen
einer Blutuntersuchung entdeckt[5,8]. Vermutlich durch weitere erworbene
genetische Defekte der Tumorzellen geht die Erkrankung in eine
Akzelerationsphase Uber[6]. Durch massive Proliferation und Ausschwemmung
unreifer Blasten kann es zur Blastenkrise kommen, deren klinisches Bild mit
dem einer akuten Leukamie vergleichbar ist[6,8].

Ebenso zu den chronisch myeloproliferativen Neoplasien zahlt die WHO die
Polycythamia vera (PV), die Essentielle Thrombozythamie (ET) und die Priméare
Myelofibrose (PMF) (Abbildung 2)[4]. Sie haben gemeinsam, dass Mutationen
des JAK2-Gens in hohem Male identifiziert werden und es bei allen
Erkrankungen zumindest initial zu einer abnormen Proliferation einer oder
mehrerer myeloischer Zellreihen im Knochenmark kommt[4,6]. Im peripheren
Blut findet man dann meist auch eine erhdhte Anzahl in der Regel
funktionstichtiger Zellen[6]. So kommt es zum Beispiel bei der PV vor allem zu
einem Anstieg der Erythrozyten, des Hamoglobins und des Hamatokrits[6]. Dies
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fuhrt haufig zu thromboembolischen Komplikationen, welche einen Groliteil der
klinischen Komplikationen der PV darstellen[4,6,9].

Da auch die Mastzellen, bevor sie sich in verschiedensten Geweben ansiedeln,
ursprunglich aus myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark reifen, zahlt die
WHO-KIlassifikation auch die Formen der Mastozytose zu den MPN[4].
Zuséatzlich dazu enthélt die Gruppe der MPN noch weitere, eher seltenere

Erkrankungen, die hier nicht weiter erwahnt werden sollen[3,4].

1.1.3 Myelodysplastische Syndrome

Eine weitere groRe Gruppe an Krankheitsentitaten fasst die WHO-Klassifikation
unter dem Uberbegriff der Myelodysplastischen Syndrome (MDS)
zusammen[4]. Dies sind ebenfalls klonale Stammzellerkrankungen der
myeloischen Hamatopoese[4]. Kennzeichnend fur die MDS sind zahlreiche
dysplastische Veranderungen einer oder mehrerer myeloischer Zellreihen im
Knochenmark[10]. Durch die Dysplasie kommt es zu ineffektiver Hamatopoese,
welche zu peripheren Zytopenien fuhrt[6,10]. Das Knochenmark stellt sich
normal bis hyperzellular dar[11]. Ist nur eine Zellreihe betroffen, spricht man von
Refraktarer Zytopenie mit unilinedrer Dysplasie (RCUD), zum Beispiel im Falle
der Erythropoese von Refraktarer Anamie (RA) mit einem erniedrigten
Hamoglobinwert[10,12]. Ebenso kann die Dysplasie aber zwei oder alle drei
myeloischen Zellreihen betreffen (Refraktdare Zytopenie mit multilinearer
Dysplasie (RCMD)), wodurch es zur Anamie, Neutropenie und Thrombopenie

kommen kann[10,12].
1.1.4 Myelodysplastisch/myeloproliferative Neoplasien

Zusatzlich zu den genannten Gruppen gibt es einige hamatologische
Neoplasien, die sowohl Zeichen eines myelodysplastischen Syndroms als auch
einer myeloproliferativen Neoplasie zeigen[4]. Daher benennt die WHO-
Klassifikation zusatzlich die Gruppe der myelodysplastisch/myeloproliferativen
Neoplasien (MDS/MPN)[4]. Diese Neoplasien zeigen Zeichen der MDS wie
Dysplasien oder Zytopenien[13]. Gleichzeitig kommt es aber auch regelmalig

zu peripheren Zellzahlerhhungen oder Kklinischen Symptomen wie
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Splenomegalie, was eher Charakteristika der MPN sind[13]. In diese Gruppe
gehort die CMML, die atypische, BCR-ABL-negative CML (aCML), die juvenile
myelomonozytare Leukdmie(JMML) und die unklassifizierbaren MDS/MPN[13-
15].

1.2 Die Chronisch myelomonozytare Leukdmie - Grundl agen

zur Erkrankung
1.2.1 Epidemiologie

Die CMML ist eine seltene Erkrankung. Besonders weil die CMML schwierig zu
diagnostizieren und oftmals nicht genau von Differentialdiagnosen abgegrenzt
werden kann, existieren keine eindeutigen Daten zur Inzidenz[16]. Bei
Personen Uber 60 Jahren wird sie mit 3/100000/Jahr angegeben[13], Gber alle
Altersgruppen verteilt soll sie bei etwa 0,5/100000/Jahr liegen[15]. Das mittlere
Alter bei Diagnosestellung liegt zwischen 65 und 75 Jahren, die Krankheit tritt

etwa doppelt so haufig bei Mannern auf[14,16,17].
1.2.2Klinik

Die klinischen Symptome sind vielfaltig und unspezifisch, sowohl klassische
Symptome der MPN als auch der MDS kdnnen vorkommen[18]. Allgemein
haufig sind B-Symptome wie Fieber, Nachtschweil3 und Gewichtsverlust[14].
Durch zu niedrige oder funktionslose Leukozyten kann es zu Infektionen, im
Falle einer Anadmie zu Abgeschlagenheit und Miudigkeit kommen[14,15].
Thrombozytopenie kann zur Blutungsneigung filhren, ebenso kann es durch
Thrombozytose auch zu einer erhdhten Thromboseneigung kommen[15]. Ein
weiteres héaufiges Symptom ist auch die Spleno- und/oder Hepatomegalie, die
bei 30-40% der Patienten vorkommt[15,19-21]. Es wird angenommen, dass ein
Groldteil der Patienten eher zufallig im Rahmen von Blutuntersuchungen
entdeckt wird[15,16]. Lymphadenopathie ist bei der CMML eher selten, kann

aber vorkommen[14,19].
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1.2.3 Subgruppen der Erkrankung, Prognose

Aufgrund der vielfaltigen Manifestationsformen der CMML, wurden
verschiedene Unterteilungskriterien entwickelt, die zur Abschéatzung der
Prognose und zur Therapieentscheidung hilfreich sein sollen[16]. So unterteilte
die French-American-British Cooperative Leukemia Group (FAB) die CMML in
eine myeloproliferative (CMML, MPN-type) und eine myelodysplastische
(CMML, MDS-type) Unterform[20,22]. Das Entscheidungskriterium hierfir ist die
Anzahl an Leukozyten im peripheren Blut, ab einer Gesamtzahl tiber 13 x 10/
spricht sie vom MPN-Typ, darunter vom MDS-Typ[20,22]. Die aktuelle WHO-
Klassifikation unterteilt die CMML in zwei Untergruppen, ausgerichtet an der
Anzahl an Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark[14]. Sie spricht von
CMML-1 bei einem Blastenanteil (inklusive Promonozyten) von unter 5% im
Blut und unter 10% im Knochenmark[14]. Die Diagnose CMML-2 soll gestellt
werden, wenn der Blastenanteil (inklusive Promonozyten) im peripheren Blut
bei 5-19%, im Knochenmark bei 10-19% liegt[14].

Die Gesamtuberlebensrate wird mit durchschnittlich 20-40 Monaten angegeben,
kann allerdings stark variieren und ist von vielen Parametern abhangig[14]. Um
die Prognose einzelner Patienten individuell einschatzen zu kdénnen, wurden
zahlreiche Scoring-Systeme entwickelt[1,16]. Altere orientieren sich vor allem
an Kklinischen Daten, Blutparametern und Blastenanzahl (MD Anderson
prognostic score[20]; Dusseldorf Score[23]). Neuere beinhalten zum Teil noch
weitere Daten wie zum Beispiel Zytogenetik (CMML-specific scoring system,
CPSS[24]) oder molekulare Veranderungen[25]. Die Erforschung der
Bedeutung neuer molekularer Marker fur die Prognose ist Gegenstand aktueller

Forschungsarbeiten[25-27].

Im Rahmen einer Progression kann sich aus einer CMML eine sekundéare AML
entwickeln[14]. Dies verschlechtert die Prognose und verkirzt die zu
erwartende Uberlebenszeit[14]. Oft ist ein Ubergang in eine AML auch die
Todesursache[28]. Die Wahrscheinlichkeit fur eine Transformation in eine AML
ist sehr variabel und vom Subtyp der Erkrankung abhangig[14,16]. Die WHO-

Klassifikation gibt eine Transformationsrate von 15-30% an[14], neuere

18



Ubersichtsarbeiten nennen Wahrscheinlichkeiten von 20-30%[29] oder 15-
52%[16]. Auch hier existieren Scoring-Systeme, die es erleichtern sollen, die
Wahrscheinlichkeit des Ubergangs in eine AML abzuschatzen[24]. Die
Diagnose AML ist Uber einen Anteil an Blasten von Uber 20% in peripherem
Blut oder Knochenmark definiert[14]. Daher ist eine hoher Blastenanteil auch
ein unumstrittener Risikofaktor fir eine Transformation in eine AML und eine

schlechtere Prognose[14,24].
1.2.4Therapie

Die Therapie fur Patienten mit CMML ist vielschichtig und auf3erdem stark vom
Alter, den individuellen Risikofaktoren und der erwarteten Prognose anhangig,
ein universell einsetzbares Therapieschema existiert nicht[18].

Die supportive Therapie beinhaltet zum Beispiel Bluttransfusionen oder die
Gabe von Erythropoetin bei symptomatischer Anamie[16,18]. Eine
Infektionsprophylaxe  sollte  vollzogen werden, bei sehr niedrigen
Leukozytenzahlen kann die Gabe von G-CSF erwogen werden[16,18]. Bei einer
hohen Anzahl von Blasten (z.B. >10%) oder massiver Organomegalie kann
eine zytoreduktive Therapie mit Hydroxyurea hilfreich sein[16,18].

Bei Patienten mit mittlerem oder héherem Risikoprofil kann zusatzlich eine
Chemotherapie versucht werden, sofern die Patienten bezlglich ihres
biologischen Alters und ihrer Komorbiditaten dafur geeignet sind[16,18]. Der
DNA-Methylierungshemmer Azacitidin wird bei der CMML eingesetzt[16,18].
Verschiedene Studien zeigten Ansprechtraten von 25-70%][16,18]. Klassische
zytotoxische Chemotherapieregime finden bei der CMML Anwendung, wenn
sich eine sekundare AML entwickelt hat[16]. Immunmodulatorische
Substanzen, wie zum Beispiel Lenalidomid, befinden sich in Erprobung[18].

Die einzig kurative Therapie ist die allogene Stammzelltransplantation, aufgrund
der teilweise schwerwiegenden Komplikationen sollte die
Stammzelltransplantation nur nach sorgfaltiger Abwagung der Nutzen und
Risiken durchgefiihrt werden[16,18]. Sie kommt eher bei jingeren Patienten mit
hohem Risikoprofil zum Einsatz[16,18].
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1.3 Die chronisch myelomonozytare Leuk&mie - Diagno  stik
1.3.1 Diagnosekriterien

Die WHO-Klassifikation gibt finf Kriterien vor, die erflllt sein mussen, um die
Diagnose CMML stellen zu kénnen[14] (Abbildung 3).

Abbildung 3: Diagnosekriterien fur die chronisch my elomonozytére Leukémie
Modifiziert nach der WHO-Klassifikation[11].

Als erstes Kriterium ist eine Anzahl von >1 x 10° Monozyten pro Liter im
peripheren Blut gefordert[14]. Die absolute Monozytose sollte persistent sein,
ein einmaliger Befund sollte nachkontrolliert werden[14].

Das zweite Kiriterium schlie3t das Vorhandensein eines Philadelphia-
Chromosoms, beziehungsweise des BCR-ABL1-Fusionsgens aus[14,16].
Dadurch wird die CMML von der CML abgegrenzt[14,16].

Insbesondere in Fallen mit Eosinophilie im Blut, sollte das PDRGFA-, PDGFRB-
und das FGRF1-Rearrgangement ausgeschlossen werden, da Erkrankungen
mit Eosinophilie und einer dieser molekularpathologischen Veranderungen eine

eigene Gruppe von Neoplasien in der WHO-Klassifikation darstellen[14,30].
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Als viertes Kriterium ist eine Anzahl von weniger als 20% Blasten in Blut und
Knochenmark vorgegeben, da sonst die Diagnose AML gestellt werden
misste[13,14]. Auch die Myeloblasten, Monoblasten und Promonozyten werden
zu den Blasten gezahlt[14].

Das flunfte Kriterium gibt das Vorhandensein von Dysplasie in einer oder
mehrerer myeloischer Zellreihen vor[14]. Im Falle fehlender oder minimaler
Dysplasie kann die Diagnose trotzdem gestellt werden[14]. Zum einen bei
Vorhandensein einer klonalen genetischen Abnormalitdt der hamatopoetischen
Zellen, zum anderen, falls die Monozytose langer als drei Monate
persistiert[14]. In beiden Féllen mussen alle anderen Ursachen fir eine

Monozytose ausgeschlossen werden[14].
1.3.2 Differentialdiagnosen und diagnostische Problematik

Sowohl klinisch, histologisch, zytogenetisch oder molekularpathologisch gibt es
keinen Befund, der die Diagnose CMML beweist, sie ist somit immer als
Zusammenschau aller Befunde zu sehen und oft auch erst nach Ausschluss
aller Differentialdiagnosen zu stellen[1,16,18].

Immer auszuschlieen ist in jedem Fall eine AML, dies muss durch
Quantifizierung der Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark
geschehen[14].

Das erste Diagnosekriterium, die periphere Monozytose, ist einer der
Hauptbefunde bei der CMML[14]. Sie ist aber keineswegs beweisend fur eine
CMML, sie kann zahlreiche andere Ursachen haben[15]. Zum einen gibt es
zahlreiche nicht-maligne Ursachen fir eine Monozytose, zum Beispiel
Infektionen, Bindegewebserkrankungen oder Sarkoidose[15,16]. Zum anderen
kann es auch bei anderen myeloischen Neoplasien zu einer Erhdéhung der
absoluten Monozytenzahl kommen[15,16]. Haufig ist dies bei der CML der Fall,
diese kann durch den Nachweis der BCR-ABL1-Translokation abgegrenzt
werden[16]. Schwieriger ist es bei der atypischen, BCR-ABL-negativen CML
(aCML) [15]. Im Gegensatz zur CMML haben die Monozyten bei der aCML aber
einen deutlich kleineren Anteil an der Gesamtleukozytenzahl, selten Uber
10%[31]. Aus der Gruppe der MPN ist die PMF, vor allem in der préfibrotischen
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Phase, oft eine sehr schwierige Differentialdiagnose, da auch Patienten mit
PMF eine Monozytose entwickeln koénnen[1,15,32]. Hilfreich bei der
Differenzierung zwischen CMML und PMF ist insbesondere die
Knochenmarkshistologie und in geringem Mal3e auch der Nachweis der JAK2-
Mutation[1,15]. Ein weiteres Diagnosekriterium ist die Dysplasie[14].
Insbesondere in Féllen, bei denen die Dysplasie sehr ausgepragt ist, kann es
schwierig sein, die CMML von manchen MDS wie zum Beispiel der RCMD
abzugrenzen[15]. Durch die Dysplasie kann es zur Leukopenie kommen,
wodurch selbst bei einem hohen Anteil an Monozyten die absolute
Monozytenzahl von 1 x 10° méglicherweise nicht erreicht wird[18].

1.3.3 Blutbild und Blutausstrich

Die charakteristische und durch die Diagnosekriterien fir die CMML
definitionsgemald vorhandene Blutbildveranderung ist die absolute Monozytose
im peripheren Blut, mehr als 1 x 10° Monozyten pro Liter[14]. Die Werte
bewegen sich im Mittel zwischen 2-5 x 10%/1 [14], es wurden aber auch Werte
bis 162, bzw. 221 x 10%/1 beschrieben[20,33]. Die Gesamtzahl an Leukozyten ist
ebenfalls sehr variabel[14]. Zusatzlich zur Monozytose kann eine Neutrophilie
zu massiv erhohten Leukozytenwerten fihren[14]. Ebenso sind aber auch
erniedrigte Leukozytenwerte durch Neutropenie mdglich[14]. Im Mittel liegt die
Gesamtzahl der weiRen Blutzellen zwischen 10 und 20 x 10%I[15]. Die
Monozyten haben in der Regel einen Anteil von Uber 10% an der
Gesamtzahl[16]. Typisch fur die CMML ist aul3erdem eine milde Baso- und
Eosinophilie[14]. Zusétzlich zu Veranderungen des weil3en Blutbildes zeigen
Patienten oft eine milde Thrombozytopenie sowie eine leichte Anamie[14].

Im Blutausstrich sehen die meisten Monozyten reif aus, es kbnnen aber auch
S0 genannte atypische Monozyten vorhanden sein[14] (Abbildung 4). Dysplasie
kann in allen Zellreihen sichtbar sein, oft sind dysplastische Neutrophile zu
sehen[14] (Abbildung 4). Zudem kann es zu einer Vermehrung von
Vorlauferzellen kommen[14]. Die Anzahl an Blasten liegt meist unter 5%[14].
Bei einem Anteil von 5-19% muss Diagnose CMML-2, bei tUber 20% die
Diagnose AML gestellt werden[14,34].
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Abbildung 4: Blutausstrich bei einer CMML-1
Die Anzahl an Leukozyten ist erhdht, die Monozyten sind vorherrschend; die neutrophilen
Granulozyten zeigen Dysplasiezeichen. Modifizierta  us [15].

1.3.4 Histologie und Immunhistochemie

Zur Diagnosestellung der CMML ist eine Untersuchung des Knochenmarks
notwendig[1,18]. Im Vergleich zur Knochenmarksaspiration mit anschliel3ender
zytologischer Untersuchung, liefert die histologische Untersuchung einer
Stanzbiospie noch zusatzlich wichtige Informationen Uber die genaue
topographische Verteilung der Hamatopoeseelemente, die Architektur und
Zusammensetzung des Stromas oder die genaue Lokalisation von
Infiltraten[35]. Insbesondere in Fallen von Knochenmarksfibrose und leerem
Mark ("punctio sicca") ist die Biopsie unerlasslich und sollte daher bei allen
Patienten mit Verdacht auf CMML durchgefihrt werden[18,35].

Das Knochenmark zeigt einige charakteristische Veranderungen bei der CMML,
es gibt aber keine Veranderung, die pathognomonisch fur die CMML
ist[1,16,36]. Eine der Hauptauffalligkeiten des Knochenmarks von Patienten mit
CMML ist die deutliche Hyperzellularitat, wie sie in mehr als 75% der Falle
vorhanden ist[14] (Abbildung 5). In der vorliegender Arbeit wurde ein
Knochenmark als hyperzellular bezeichnet, wenn die Zellularitat gré3er als 100
minus Lebensalter des Patienten war.

Die vorherrschende Zellreihe ist meist die Granulopoese, welche auch oft
Zeichen der Dysplasie zeigt[14]. Die Erythropoese ist dahingegen oft
verhaltnismaRig vermindert, gelegentlich dysplastisch[14,16,37]. In den meisten

Fallen finden sich auch deutliche Veranderungen bei den Megakaryozyten,
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sowohl Mikromegakaryozyten als auch Megakaryozyten mit abnormer
Kernstruktur kdnnen vorkommen, ihre Anzahl kann vermehrt, vermindert oder
normal sein[13,14,37] (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Knochenmarksbiopsie eines Patienten mit CMML
Die Hyperzellularitat ist deutlich sichtbar.
Quelle: [13]

Bei der CMML spielen auch zahlreiche immunhistochemische Féarbungen eine
wichtige Rolle[14]. So helfen zum Beispiel die CD14 und die CD68-Féarbung
dabei, Monozyten zu identifizieren, was in konventionellen histochemischen
Farbungen haufig schwierig ist[36,38,39].

Ebenso wichtig fur die Klassifikation der Erkrankung ist auch die Abschéatzung
der Anzahl von Blasten im Knochenmark[14]. Hierfr hilfreich kann zum Beispiel
die CD34-Farbung sein, allerdings sind die bei der CMML zu den Blasten
gezadhlten Promonozyten und Monoblasten oft CD34-negativ[18,34]. Zur
Hervorhebung der bei der CMML haufig vorkommenden Mikromegakaryozyten
ist CD61 hilfreich[35], Mastzellen lassen sich gut mit CD117 anfarben[40].
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1.3.5Genetische Veranderungen

Da die Diagnosekriterien fur die CMML den Ausschluss der Philadelphia-
Translokation fordern, ist die zytogenetische Untersuchung erforderlich[14]. Im
Gegensatz zum Beispiel zur CML gibt es aber fiur die CMML keine spezifische
zytogenetische Veranderung[1,16]. Insgesamt kommen klonale zytogenetische
Veranderungen bei der CMML in 20-40% der Falle vor[14,20]. Haufig sind zum
Beispiel eine Trisomie 8, ein Verlust des Y-Chromosoms oder eine Monosomie
7[18,25,41]. Es kommen aber auch viele weitere und zum Teil komplexe
zytogenetische Aberrationen vor[14,18,20,41].

Zusatzlich zu chromosomalen Veranderungen sind mittlerweile auch zahlreiche
Genmutationen bekannt, die bei der CMML vorkommen[18]. In etwa 60% der
Falle sind Mutationen in Genen entdeckt worden, die fir Faktoren kodieren, die
am Prozess des Spleil3ens beteiligt sind[29]. Beispiele hierfir sind SF3B1,
U2AF1, ZRSF2 sowie das bei dieser Arbeit untersuchte SRSF2-Gen[1,25].
Zuséatzlich dazu wurden aber auch Mutationen in zahlreichen weiteren Genen
gefunden, die zum Beispiel an der epigenetischen Regulation der
Genexpression (z.B. ASLX1, TET2, EZH2, IDH1/2, UTX, DNMT3A), der
Transkription (z.B. TP53, RUNX1, NPM1) oder der Signaltransduktion (z.B. N-
IKRAS, CBL, JAK2, FLT3) beteiligt sind[25]. Diese Mutationen kommen aber
auch bei zahlreichen anderen myeloischen Neoplasien vor und sind
diagnostisch unspezifisch, sodass sie lediglich richtungsweisend bei der
Diagnosefindung sein kénnen[1,18,25,42,43].

In speziellen Fallen kdnnen molekulargenetische Untersuchungen hilfreich zum
Ausschluss wichtiger Differentialdiagnosen sein[15]. Beispielsweise sollten im
Falle von Eosinophilie Rearrengements des PDGFRA-, PDGFRB- und FGFR1-
Gens ausgeschlossen werden[14]. Ebenso kann der Nachweis einer JAK2-
Mutation richtungsweisend sein, da diese Mutation haufig bei Patienten mit
MPN gefunden wird[4], jedoch deutlich seltener bei der CMML[44].
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1.4 SRSF2

1.4.1 Funktion

SRSF2 ist ein auf Chromosom 17 lokalisiertes Gen und kodiert fur ein
gleichnamiges Protein[45]. Dieses spielt eine wichtige Rolle beim Prozess des
SpleiRens der pra&-mRNA[1,43].

Das SpleiBen ist ein wichtiger Vorgang fir die Genexpression in
eukaryontischen Zellen[46]. Dabei werden in einem komplexen Prozess die
Introns aus der pra-mRNA entfernt und so die Protein-codierende mRNA
hergestellt[46]. Zusatzlich kdénnen mit Hilfe von alternativem Spleil3en aus
einem Genabschnitt unterschiedliche mRNAs und somit auch unterschiedliche
Proteine hergestellt werden[42,46,47].

Fur das SpleiRen sind viele verschiedene Komponenten notwendig[46]. Zum
einen sind das so genannte snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins),
Komplexe aus kleinen RNA-Molekilen und Proteinen (Ul, U2 U4, U5 und
U6)[47]. Diese binden an verschieden Stellen der pr&-mRNA und katalysieren
den wesentlichen Teil der Umesterungsreaktionen, die zur Entfernung des
Introns und die Verbindung der Exons notwendig sind[46](Abbildung 6). Zum
anderen ist fur den korrekten Ablauf des Spleil3vorgangs eine grof3e Anzahl an
Proteinfaktoren notwendig[42,48]. Der Komplex aus pra-mRNA, snRNPs und
Splei3faktoren wird als Spleildosom bezeichnet[49].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Spleif3vorg angs.

In einer ersten Umesterungsreaktion verbindet sich eine 2'-OH-Gruppe am Verzweigungspunkt
innerhalb des Introns mit der 5-OH-Gruppe derin5  '-3'-Richtung ersten Base des Introns[46].
Dadurch entsteht eine Lassostruktur innerhalb des | ntrons und die 3'-OH-Gruppe des ersten Exons
wird frei[46]. Diese freie OH-Gruppe verbindet sich nun mit der 5'-OH-Gruppe am Beginn des
zweiten Exons, wodurch das Intron entfernt und die Exons verbunden werden[46].

Quelle: [49]

Einer dieser Spleil3faktoren ist SRSF2[45]. SRSF2 kann sowohl mit der RNA als
auch mit anderen Splei3faktoren interagieren[45,50]. So ist SRSF2 zum
Beispiel an der Rekrutierung des U2-snRNPs beteiligt und dadurch notwendig
fur die Initiierung des Spleil3vorgangs[1,43] (Abbildung 7). Auferdem scheint
SRSF2 eine wichtige Rolle dabei zu spielen, ob Exons Ubersprungen werden,
wodurch ihm eine wichtige Rolle bei der Regulation des alternativen Spleil3ens
zugesprochen wird[42]. Zusatzlich zum Spleildvorgang soll SRSF2 auch an
anderen Prozessen beteiligt, zum Beispiel dem Export der fertigen mRNA aus
dem Zellkern und der Translation zum Protein[42,45,48].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung zu Beginn der Bildung des Spleilosoms.
Modifiziert aus [42]

1.4.2 Charakterisierung der Mutationen in SRSF2

Vorangegangene Studien entdeckten verschiedene Mutationstypen in SRSF2,
die sich alle im selben Bereich der Gensequenz befinden[43,50-52]. Der so
genannte Mutationshotspot liegt im Kodon 95 im Exon 1 des SRSF2- Gens auf
Chromosom 17[43,50-52]. Zu Uber 90% handelte es sich um Punktmutationen,
die zu einem Austausch der Aminosaure Prolin fuhren[43,50-52] (Abbildung 8).
Zusatzlich wurden vereinzelt Deletionen, Insertionen und Duplikationen im
Bereich des Kodon 95 gefunden[50,51].

Verteilung der verschiedenen Mutationen in SRSF2

p.P95T andere andere
1% — B 7% 9%

p.P95A
1%

Meggendorferetal, 2012 Patnaik et al, 2013 Yoshidaetal, 2011

Abbildung 8: Verteilung der verschiedenen Mutationen in SRSF2 in vorangegangen Studien.

Die Abbildung zeigt die prozentuelle Verteilung der unterschiedlichen Arten von Mutationen in
SRSF2, wie sie in vorangegangenen Studien bei der CMML ge  funden wurden. Links: Meggendorfer
et al, 2012[50]; Mitte: Patnaik et al, 2013[51]; Rec hts: Yoshida et al, 2011[43]
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1.4.3Die Rolle von SRSF2-Mutationen bei der CMML

Neueren Studien zur Folge finden sich Mutationen im SRSF2-Gen bei bis zu
47% der Patienten mit CMML[50]. Damit gehéren sie zusammen mit ASXL1-
und TET2-Mutationen zu den haufigsten bei der CMML gefundenen
Genmutationen[16,25]. SRSF2-Mutationen kommen zwar auch bei MDS oder
MPN vor, jedoch mit deutlich niedrigeren Frequenzen (ca. 10-15% bei
MDS[43,53,54], ca. 2% bei MPN[43]).

Studien fanden Assoziationen der SRSF2-Mutationen mit einem hdheren
Patientenalter, erhohten Hamoglobinwerten sowie der Abwesenheit
zytogenetischer Aberrationen[50]. Haufig traten SRSF2-Mutationen gemeinsam
mit anderen Genmutationen auf, zum Beispiel mit TET2-Mutationen[50].

Bis jetzt konnte nicht eindeutig geklart werden, ob Mutationen im SRSF2-Gen
bei der CMML einen Einfluss auf die Prognose der Patienten haben, neuere
Studien lieferten unterschiedliche Ergebnisse[25,50,51]. Dahingegen zeigten
sich bei MDS und PMF Assoziationen von SRSF2-Mutationen mit einer
schlechteren Prognose[53,55].

Die genaue pathogenetische Rolle von SRSF2-Mutationen bei der Entstehung
einer hamatologischen Neoplasie ist derzeit Gegenstand der Forschung und
noch nicht abschlieBend geklart[1]. Es wird aber vermutet, dass Mutationen im
SRSF2-Gen ein sekundares Ereignis im Prozess der Krankheitsentstehung
sind, welche zur Progression der Erkrankung zur einer malignen Neoplasie mit

abnormer Differenzierung fuhrt[1,29,56].
1.4.4Methoden zur Mutationsanalyse

Fur diagnostische molekularpathologische Untersuchungen bei Patienten mit
myeloischen Neoplasien wird die DNA in der Regel aus Frischmaterial
gewonnen, zum Beispiel aus peripherem Blut oder
Knochenmarksaspiraten[1,57]. Vorangegangene Studien verwendeten als
Standardmethode zur Mutationsanalyse eine allelspezifische PCR mit
anschlielBender bidirektionaler Sanger-Sequenzierung des Genabschnitts, der
den Mutationshotspot Prolin 95 enthielt[43,50,51,54].
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In der vorliegenden Studie wurde die Mutationsanalyse an formalinfixierten,
EDTA-entkalkten = Knochenmarksbiopsien  durchgefiihrt[1l]. Dieses  gut
konservierte Material erlaubte so die retrospektive Untersuchung archivierter
Patientenproben[1]. Zusatzlich konnten dadurch Assoziationen des SRSF2-

Mutationsstatus mit der Knochenmarksarchitektur untersucht werden[1].
1.4.5Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse)

Da die Sanger-Sequenzierung ein eher aufwandiges und teures Verfahren ist,
sollte in dieser Arbeit zusatzlich eine Screening-Methode etabliert werden, die
die haufigsten Mutationen zuverlassig und einfach detektieren kann[1]. Hierfur
wurde eine RFLP-Analyse designt und angewandt[1], deren theoretische
Grundlagen im Folgenden kurz dargestellt sind.

Fur diagnostische Zwecke ist es in der Regel nicht wichtig, genau zu
bestimmen, welche Mutation exakt vorliegt, entscheidend ist vielmehr, ob es
sich um Wildtyp- oder mutierte DNA handelt. Vorangegangene Studien zeigten,
dass der Groliteil der SRSF2-Mutationen Punktmutationen im Kodon 95 sind
(vgl. 1.4.2, Abbildung 8). Dieses Kodon hat als Wildtyp-Basenfolge CCC. Das
Restriktionsenzym BsaJl schneidet DNA in 5'-3'-Richtung an Stellen mit der
Basenfolge CCnnGG. Das Primerdesign und die Position der Restriktionsstellen
im 145 bp-langen zu amplifizierenden Produkt der vorliegenden Studie ergeben
bei Wildtyp-DNA zwei Restriktionsstellen fir BsaJdl, eine an den Basen 38-43
und eine an den Basen 101-106. Dadurch entstehen durch den Verdau drei
Fragmente mit den Langen 38 bp, 63 bp und 44 bp (Abbildung 9).

30



145bp PCR-Produkt aus SRSF2-Wildtyp

Schnittstelle BsaJl Schnittstelle BsaJl
Ll

Abbildung 9: Schematisch Darstellung der Restriktion sstellen von BsaJl bei Wildtyp-Basenfolge im
Kodon 95.
Beide Restriktionsstellen sind erhalten.

Die drei oben beschriebenen haufigsten Mutationen p.P95H, p.P95L und
p.P95R resultieren aus einer Punktmutation der mittleren Cytosinbase im
Kodon 95 zu Adenin (p.P95H), Thymin (p.P95L) oder Guanin (p.P95R) [43,50-
52]. Dadurch verandert sich die erste Base der zweiten Restriktionsstelle,
sodass BSAJI an dieser Stelle nicht mehr schneidet. Somit entstehen beim
Restriktionsverdau zwei Fragmente mit Langen von 38bp und 107bp (Abbildung
10).
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145bp PCR-Produkt mit Mutation p.P95H

Verlorene
Schnittstelle BsaJl Schnittstelle BsaJl

%‘ﬁ H‘ﬁ

l p.P9SH
38bp

107bp

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Restriktionsstellen von Bsaldl bei der Mutation
p.P95H.
Die zweite Restriktionsstelle ist durch die Mutatio n zerstor t.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur Detektion der SRSF2
Mutation aus EDTA-entkalkten, formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Knochenmarksbiopsien[1].

Es wurden Assoziationen des SRSF2-Mutationsstatus mit klinischen sowie
hamatologischen Parametern untersucht. Ebenso sollten die Ergebnisse des
SRSF2-Mutationsstatus mit der histologischen Morphologie der jeweiligen
Biopsie verglichen werden[1]. Durch die Untersuchung des Mutationsstatus an
Follow-up-Biopsien bei einigen Patienten sollte zudem das Auftreten der
Mutation im Krankheitsverlauf untersucht werden um so die Rolle der Mutation
bei der Pathogenese der CMML weiter diskutieren zu kénnen[1].

Ein weiteres Ziel war die Klarung der Fragestellung, inwiefern der Nachweis der
SRSF2-Mutation dabei hilfreich sein kann, die Diagnose CMML von gangigen
Differentialdiagnosen abzugrenzen[l]. Deshalb wurde die SRSF2-Mutation
sowohl bei Patienten mit CMML, als auch bei Patienten mit verschiedenen MDS

und MPN untersucht[1]. Zuséatzlich sollte mit der RFLP-Analyse eine einfache
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und schnelle Screening-Methode etabliert werden, die routinemafig in der
Diagnostik einsetzbar ist[1].

Weiterhin sollte bei allen Patienten auch der JAK2-Mutationsstatus untersucht
werden[1l]. Zusammen mit dem SRSF2-Mutationsstatus sollten damit
insbesondere Grenzfalle zwischen der CMML und MPNs wie der PMF genau
betrachtet werden, und mdgliche Einflisse der einzelnen Mutationen auf die
klinische und histopathologische Prasentation der Erkrankungen untersucht

werden[1].
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

8-Kanal-Pipette
Agencourt Magnetplatte
Biofuge 13R

Biofuge fresco

Geldokumentation CN-300-WL/LC
Gelkammer, Schlitten, Kdmme
GeneTouch Thermal Cycler
GenomeLab GeXP -Sequenzer
Heizblock

LightCycler 480ll

Microwave 800

Mikroskope

Mini-Zentrifuge

Mini-Zentrifuge

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Pipetten

Pipetten

Thermocycler Gene Amp
PCR Systems 9700
Thermomix Thriller

Speedvac

Hersteller, Ort

Gilson, Middleton, WI, USA
Beckman Coulter, Krefeld
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Heraeus Instruments, Hanau
Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Biozym, Hessisch Oldendorf
Beckman Coulter, Krefeld
Liebisch, Bielefeld

Roche, Penzberg

Severin, Sundern

Zeiss, Oberkochen

Biozym, Hessisch Oldendorf
neolLab, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Gilson, Middleton, WI, USA
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt

Peglab, Erlangen
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
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Vortex-Genie 2

2.1.2Reagenzien

Reagenz

Agencourt AMPure XP
Agencourt CleanSEQ
Chloroform
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)
ddH,O (DNAse/RNAse frei)

DNA Gel Loading Dye (6x)

dNTP-Mix (jeweils 10mM)

Ethanol
GelRed

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder,

ready-to-use
GeneRuler 50 bp DNA Ladder

Isoamylalkohol (24:1)

LE Agarose

Lithiumchlorid, 8M

Mineralol
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1); pH 8,0

Sample Loading Solution (SLS)
Xylol

Scientific Industries, Bohemia, NY,
USA

Hersteller, Ort

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Merck, Darmstadt

Biotium, Hayward, CA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

AppliChem, Darmstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf
AppliChem, Darmstadt

Beckman Coulter, Krefeld

Roth, Karlsruhe

Beckman Coulter, Krefeld
VWR, Darmstadt
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2.1.3 Puffer und Lésungen

Puffer
TBE-Puffer (5x)

EDTA 12,5 mM

TE-Puffer (DNA-
Lysepuffer, pH

8,5) EDTA (1mM)
Tween 20 (0,5%)

2.1.4Kits

Kit

GenomeLab DTCS-Quick Start Kit

2.1.5Enzyme

Enzym

AmpliTaq Gold DNA-Polymerase
(50U/ul),
inklusive PCR-Puffer und MgCl,

FastDigest BsaJl (BsaDl),
inklusive FastDigest Green Buffer

Protease

2.1.6 Verbrauchsmaterialen

Material
96Well-Platte
Eppendorf Safe-Lock Tubes

Zusammensetzung
Tris-Base 445 mM

Borsaure 445 mM

Tris-Base (50mM, pH 8)

Hersteller, Ort
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific

(Gibco), Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific

(Gibco), Waltham, MA, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Hersteller, Ort
Beckman Coulter, Krefeld

Hersteller, Ort
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
Qiagen, Hilden

Hersteller, Ort
Beckman Coulter, Krefeld

Eppendorf, Hamburg
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Multiply-puStripPro 8er Kette mit Sarstedt, Numbrecht
anhangendem flachen Deckel 0.2 mi
natur

Pipettenspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf

2.1.7 Primer

Hersteller: Sigma Aldrich, Steinheim

PCR zur Einschatzung der Amplifizierbarkeit der DNA

Primer Sequenz 5°-3°

AF4/X3U GGAGCAGCATTCCATCCAGC

AF4/X3L CATCCATGGGCCGGACATAA

AF4/X11U CCGCAGCAAGCAACGAACC

AF4/X11L GCTTTCCTCTGGCGGCTCC

PLZF/X1U TGCGATGTGGTCATCATGGTG

PLZF/X1L CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC

RAG1/X2U TGTTGACTCGATCCACCCCA

RAG1/X2L TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA

TBXAS1/X9U GCCCGACATTCTGCAAGTCC

TBXAS1/X9L GGTGTTGCCGGGAAGGGTT

SRSF2-PCR

Primer Sequenz 5'-3'

SRSF2_P3l_M13_F TGTAAAACGACGGCCAGTGCTGAGGACGCTAT
GGATG

SRSF2_P3k_M13 F TGTAAAACGACGGCCAGTGAGCTGCGGGTGCA
AAT

SRSF2_P3 M13m_R CAGGAAACAGCTATGACAATCATCGGCTGTGGT
GTGAGTCC
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Cycle-Sequencing-Reaktion

Primer Sequenz 5'-3'

M13_F TGTAAAACGACGGCCAGT
M13_R CAGGAAACAGCTATGAC
JAK2-PCR

Primer Sequenz 5'-3'

JAK2-Ex14-2F AGCAGCAAGTATGATGAGC
JAK2-Ex14-2B AGAAAATTCAGTTTCAGGATCACAGCT
KIT-PCR

Primer Sequenz 5'-3'

KIT 816 2F CAGCCAGAAATATCCTCCTTACT
KIT_816 2B TTGCAGGACTGTCAAGCACAG
2.1.8 Sonden

Hersteller: TIB Molbiol, Berlin

JAK2-Schmelzpunktanalyse

Sonde Sequenz 5'-3'

Probe (Anchor) LC Red 640-AAAACCAAATQCTTgTgAgAAAQCT--PH
Probe (Sensor/Mut) GTCTCCACAGAAACATACTCCATAA--FL

LNA (Clamp) +C+CA+CAgA+CA+CATA+CT+C+CA+--NH

KIT-Schmelzpunktanalyse

Sonde Sequenz 5'-3'

ckit Anchor LC640-ATgTggTTAAAggAAACgTgAgTACCCA—PH
ckit mut LC-AgC CAg AgT CAT CAAgAATgATTC TA—FL
PNA GCC AGA GAC ATC AAG AAT G
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2.2 Patientenkollektiv
2.2.1 Knochenmarksbiopsien

Die in dieser Studie analysierten Biopsien entstammen dem Archiv des Instituts
fur Pathologie und Neuropathologie des Universitatsklinikums Tubingen[1]. Alle
Biopsien waren urspriinglich mit Formalin fixiert, mit EDTA entkalkt und
anschlieBend in Paraffin eingebettet worden (FFPE)[1,57]. Die Studie wurde
vom lokalen Ethik-Komitee genehmigt (Antrag 106/2013 B02)[1].

2.2.2 Zusammensetzung der Studiengruppe

Fur das Untersuchungskollektiv wurden aus dem Archiv Patienten ausgewabhlt,
die laut histologischem Befund die gesicherte oder wahrscheinliche Diagnose
einer CMML gestellt bekommen hatten[1]. Sofern vorhanden wurden pro
Patient alle archivierten Knochenmarksbiopsien ausgehoben, um auch
Aussagen Uuber das Auftreten und den Stellenwert der Mutation im
Krankheitsverlauf machen zu kénnen. Die Mutationsanalyse wurde fur alle
Proben sowohl mit der Sanger-Sequenzierung als auch mit der RFLP-Analyse

durchgefuhrt.
2.2.3Zusammensetzung der Kontrollgruppen

Um die Haufigkeit der SRSF2-Mutation bei Patienten mit CMML im Bezug zu
anderen myeloischen Neoplasien einordnen zu kénnen und die Spezifitdt der
Untersuchungsmethode zu beurteilen, wurde das Vorliegen der Mutationen
auch bei verschiedenen Kontrollgruppen untersucht[1]. Fur die Kontrollgruppen
wurden Patienten mit gangigen Differentialdiagnosen zur CMML und zum Teil
auch noch nicht eindeutig klassifizierte Falle herausgesucht[1l]. Dadurch
mussten nach Abschluss der umfassenden histologischen und Kklinischen
Reklassifikation (2.3.1) auch Patienten im Nachhinein einer anderen Gruppe

zugeordnet werden[1].

Fur die erste Kontrollgruppe wurden Knochenmarksbiopsien von Patienten mit
myeloproliferativen Syndromen (MPN) untersucht, fir die zweite Kontrollgruppe

von Patienten mit myelodsplastischen Syndromen (MDS)[1]. Fur die dritte
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Kontrollgruppe wurde DNA aus normalem, bzw. reaktiv verandertem

Knochenmark ohne malignem Befund verwendet[1].
2.3 Methoden

2.3.1 Histologische und klinische Klassifikation

Nach Auswahl der Patienten fur die CMML-Gruppe und die MDS-, sowie MPN-
Kontrollgruppe erfolgte eine Reklassifikation nach der aktuellen WHO-
Klassifikation[1,2].

Zum einen wurden hierfur die klinischen Daten zu Blutbild,
Knochenmarkszytologie, Zytogenetik, Datum der Erstdiagnose, klinischem
Verlauf und Klinischen Befunden wie Milzgrofe oder B-Symptomatik aus
Arztbriefen, bzw. dem Archiv der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums
Tldbingen erhoben[1].

Zum anderen wurden von allen Patienten folgende histochemische Farbungen
der  Knochenmarksbiopsien  beurteilt:  Hamatoxylin-Eosin-,  Giemsa-,
Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-) und Chloracetatesterase-Farbung zur
Differenzierung der Zellen der Hamatopoese, eine Silberfarbung (Gomori) zur
Beurteilung des Fasergehaltes des Knochenmarks sowie die Berliner-Blau-
Reaktion zur Beurteilung der Eisenspeicher im Knochenmark[1,57].
Immunhistochemisch wurden die CD14- und die CD34-Féarbung von allen
Proben beurteilt. Sofern initial nicht vorhanden, wurden die Farbungen aus dem
Gewebeblock erneut angefertigt[1]. Wenn erforderlich wurden zusatzlich eine
CD61-, CD117- sowie weitere immunhistochemische Féarbungen erganzend
begutachtet[1].

Alle histologischen und immunhistochemischen Schnitte wurden von einem
erfahrenen Hamatopathologen klassifiziert. Die klinischen Befunde wurden
zusammen mit einer Fachéarztin fur Innere Medizin mit Schwerpunkt
Hamatologie/Onkologie beurteilt. In Zusammenschau aller Befunde erfolgte

dann die Einteilung der Patienten nach der WHO-KIlassifikation[1,2].
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2.3.2Isolation und Aufreinigung von DNA aus Paraffingewebe

Fir die verschiedenen Techniken zum Nachweis der SRSF2-Mutationen aus
Formalin-fixiertem Paraffingewebe, ist jeweils zuerst die Isolation und
Aufreinigung der DNA aus diesen Geweben notwendig[58].

Hierflr erfolgte als erster Schritt die Entparaffinierung des Gewebes[1]. Von
einem Paraffin-Gewebeblock wurden funf 5 um dicke Schnitte in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal? gegeben, mit 1 ml 100 %igem Xylol versetzt, gevortext,
5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und das Xylol wieder abgenommen und
verworfen. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt und dann im
Anschluss dieselbe Prozedur zwei Mal mit 100 %igem Ethanol durchgefihrt,
um alles Xylol wieder auszuwaschen. Das entstandene Gewebepellet wurde
anschlie3end bei 30°C getrocknet, um den Alkohol vollstandig zu entfernen.

Um eine mdglichst hohe DNA-Ausbeute aus den teilweise relativ kleinen
Knochenmarksstanzen zu erhalten, wurde der enzymatische Gewebeverdau
mittels Protease (Qiagen, Hilden) unter kontinuierlichem Schutteln tber volle
48 Stunden bei 56°C in 300 pl DNA-Lysepuffer durchgefuhrt[1].

Um Zellreste, Protein, und RNA zu entfernen und eine méglichst reine DNA zu
erhalten, wurde im Anschluss an den Verdau eine Aufreinigung mit Phenol-
Chloroform durchgefuihrt[1]. Dazu wurde im ersten Schritt 1 Volumen Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1; pH 8; (Roth, Karlsruhe)) zur Probe
hinzugeflgt, gevortext und 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Dabei
entstehen drei Phasen, die untere organische Phase, die Interphase und die
obere, wassrige Phase. Bei pH 8 I6st sich die DNA dabei in der Regel in der
wassrigen Phase. Diese wird abgenommen und in ein neues Gefal3 tberfihrt.
Um das Produkt weiter aufzureinigen, wurde der gesamten wassrigen
Uberstand ein zweites Mal mit 1 Volumen Phenol-Chloroform versetzt,
gevortext und zentrifugiert und der wéassrige Uberstand in ein neues GefaR
uberfuhrt. Um das restliche Phenol auszuwaschen, wurde 1 Volumen
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugegeben, gevortext, zentrifugiert und der
wassrige Uberstand mit der gelésten und aufgereinigten DNA ein letztes Mal in
ein neues Gefald Uberfuhrt. Zur anschlielenden Fallung der DNA wurden
0,1 Volumen LiCl (8 M) und 1 ml 100 %iges Ethanol hinzugefligt, eine Stunde
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bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss 30 Minuten bei 4°C und
13000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde noch einmal
0,2 ml auf -20°C gekuhltes Ethanol hinzugegeben, 5 Minuten bei 4°C und
13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das dabei
entstandene DNA-Pellet wurde zum vollstandigen Entfernen des Ethanols
getrocknet. Der Vorteil der klassischen Phenol-Chloroform-Extraktion im
Vergleich zu automatisierten Extraktionsverfahren ist, dass im nachsten Schritt
die Menge an ddH,O zum Losen der DNA frei gewéhlt werden kann. Je nach
Gewebemenge und Grol3e des Pellets wurde die DNA in 10-50 pl geldst. So
konnte auch bei kleinen erwarteten DNA-Mengen durch Zugabe einer geringen
Menge an ddH,O noch eine hohe Konzentration an DNA erzielt werden,
wodurch die fur die folgenden Analysen erforderliche Konzentration von
50 ng/ul erreicht wurde. AbschlieRend wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe
des Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
photometrisch ermittelt und bei Bedarf Verdinnungen auf 50 ng/ul oder

100 ng/ul fur die folgenden Analysen hergestellt.
2.3.3PCR zur Einschatzung der Amplifizierbarkeit der DNA

Der gesamte Prozess der Fixation des Knochenmarks mit Formalin, der
Entkalkung, der Paraffineinbettung, der DNA-Extraktion und der -Aufreinigung
verursacht Schaden und Strangbriiche an der DNA[35]. Dadurch besteht DNA,
die aus FFPE-Material extrahiert wurde, meist aus Fragmenten kirzer als
500 bp, unabhangig von der Extraktionsmethode[35]. Um die Bedingungen fir
eine erfolgreiche Amplifikation in den folgenden PCR-Reaktionen abschatzen
zu konnen, sollte die Amplifizierbarkeit der DNA vorher untersucht
werden[58,59].

Dazu wurde die von der BIOMED-2-Gruppe entwickelte Multiplex-Kontroll-PCR
angewandt[1]. Diese verwendet 5 verschiedene Primerpaare, die in
unterschiedlichen Genen (TBXAS1, Exon 9; RAG1, Exon 2; PLZF1, Exon 1;
AF4, Exon 3; AF4, Exon 11) binden[60]. Alle Zielexons sind so gewahlt, dass

das Risiko fur Polymorphismen, die die Amplifizierbarkeit heruntersetzen
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kénnten, gering ist[60]. Durch die gewahlten Primerpaare werden Produkte mit
100bp, 200bp, 300bp, 400bp und 600bp amplifiziert[60] (Tabelle 1).

Tabelle 1: Multiplex-Kontroll-PCR zur Uberpriifung de  r Amplifizierbarkeit der DNA
Quelle (inhaltlich): [60]

Multiplex-Kontroll-PCR zur Uberpriifung der Amplifiz lerbarkeit

der DNA

Primer PCR-Produkt
AF4/X3U 600 bp-Fragment
AF4/X3L
AF4/X11U 400 bp-Fragment
AF4/X11L
PLZF/X1U 300 bp-Fragment
PLZF/X1L
RAG1/X2U 200 bp-Fragment
RAG1/X2L
TBXAS1/X9U 100 bp-Fragment
TBXAS1/X9L
Reaktionsansatz
Volumen |Reagenz Endkonzentration /-menge in PCR
15,8 pl ddH20 -
2,5 ul 10x PCR-Puffer 1x
2 ul MgCl, (25 mM) 2 mM
2 ul Primer-Mix AF4/X3 jeweils 2,5 pM, andere 1,25 pM
0,4 ul dNTPs (10 mM) 160 pM
0,3 ul AmpliTaqg Gold DNA-Polymerase|1,5U

(5 Ulul)
2 ul DNA (50 ng/ul) 100 ng
PCR-Programm
Temperatur Zeit Zyklen Beschreibung
95°C 7 min Denaturierung
95°C 45 s Denaturierung
60°C 45 s 35 Zyklen Annealing
72°C 90 s Elongation
72°C 10 min Elongation
12°C Hold

2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Visualisierung der PCR-Produkte wurden diese mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht[60]. Dazu wurde ein
2 %iges Agarose-Gel hergestellt, bestehend aus 2 g Agarose geldst in 100 ml
TBE-Puffer. Zur spateren Visualisierung der DNA-Banden wurden 10 pl

GelRed-L6sung hinzugegeben. GelRed ist ein fluoreszierender Farbstoff, der in
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die DNA interkaliert und durch UV-Licht angeregt werden kann, wodurch die
DNA sichtbar gemacht werden kann. Zur Elektrophorese wurden 15 ul des
PCR-Produkts 1:6 mit Ladepuffer vermischt und in die Geltaschen tberfuhrt.
Zusatzlich wurde in eine weitere Tasche ein geeigneter GrolRenmarker
gegeben, im Falle der Amplifizierbarkeitstest-PCR ein 100 bp-Marker. Je nach
Gellange wurde fur 20-45 Minuten eine Spannung von 140 Volt angelegt. Zur
Visualisierung der DNA-Banden wurde das Gel im Anschluss unter UV-Licht

betrachtet und zur Dokumentation fotografiert.
2.3.5SRSF2-PCR

Zur Mutationsanalyse des SRSF2 Kodons 95 wurde zunachst ein 145 bp
langes Fragment aus dem entsprechenden Genabschnitt mittels konventioneller
PCR amplifiziert[1] (Tabelle 2). Dieses Fragment enthalt das beschriebene
Hotspot-Kodon 95, in dem die meisten bisher beschriebenen Mutationen
gefunden wurden[l] (1.4.2). Fur die Sanger-Sequenzierung wurden dem
Forward- (SRSF2_P3l_M13_F) und dem Reverse-Primer
(SRSF2_P3_M13m_R) fir standardisierte Sequenzierungsbedingungen jeweils
die gangigen M13-Sequenzierprimer-Anhange angefugt[1]. Da das Kodon 95
nahe am 3'-Ende des Genabschnitts liegt, wurde im Reverse-Primer zwischen
M13-Primerabschnitt und sequenzspezifischem Abschnitt zusatzlich eine
6 Basenpaar-Verlangerung eingefigt. Nach Amplifikation wurde das Ergebnis
der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberpruft. Fir Falle mit stark
fragmentierter DNA, bei denen sich das 145bp lange Fragment nicht
amplifizieren liel3, wurde ein anderer Forward-Primer (SRSF2_P3k M13 F)
designt, mit dessen Verwendung ein kiirzeres Produkt von 97 bp um das Kodon
95 amplifiziert werden sollte[1] (Tabelle 2).
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Tabelle 2: SRSF2-PCR
Quelle (inhaltlich): [1]

SRSF2-PCR

Primer Amplifiziertes Fragment

SRSF2_P3|_M13_F

SRSF2_P3_M13m R 145 bp-Fragment aus SRSF2, Exon 1

SRSF2_P3k_M13_F

SRSF2_P3_M13m R 97 bp-Fragment aus SRSF2, Exon 1

Reaktionsansatz

Endkonzentration /
Volumen Reagenz )

-menge in PCR
16,75 ul ddH,0
2,5 ul 10fach PCR-Puffer 1 fach
1,5 ul MgCl, (25 mM) 1,5mM
0,75 pl Forward-Primer (10 puM) 0,3 uM
0,75 ul Reverse-Primer (10 uM) 0,3 uM
0,5 ul dNTPs (10 mM) 200 uM
0,25 pl AmpliTaq Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) 125U
2 ul DNA (50 ng/ul) 100 ng
PCR-Programm
Temperatur Zeit Zyklen Beschreibung
95°C 5 min Denaturierung
95°C 30s Denaturierung
59°C 75s 34 Zyklen Annealing
72°C 45 s Elongation
72°C 10 min Elongation
12°C Hold

2.3.6 SRSF2-Mutationsanalyse mittels Sanger Sequenzierung

Zur primaren Charakterisierung des SRSF2 Kodon 95 Mutationsstatus wurde
die bidirektionale Sanger-Sequenzierung angewandt. Sie wurde bei allen
Proben der Studiengruppe durchgefiuihrt. Als Vorbereitung auf die
Kettenabbruch-PCR nach Sanger wurden die Produkte aus der SRSF2-PCR
zunachst mit Hilfe des Agencourt AMPure XP - Kits (Beckman Coulter, Krefeld)
aufgereinigt[1]. Dieser Schritt ist notwendig, um die Primer, die Elektrolyte, die
Nukleotide und die Polymerase aus der vorangegangenen PCR zu entfernen,
da diese, insbesondere die Primer, die folgende Kettenabbruch-PCR stéren
wirden. Es wurde analog zu den Herstellerinformationen verfahren. Die

Aufreinigung basiert auf der SPRI®-Technologie mit magnetischen Beads.
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1,8 Volumen AMPure wurden je nach Bandenstéarke zu 10-15 pl PCR-Produkt
gegeben. Die Beads binden die PCR-Produkte, nach 5 Minuten Inkubationszeit
wurden diese mit Hilfe einer Magnetplatte am Boden oder an der Wand der
ReaktionsgefalRe gehalten und die Flissigkeit abgenommen und verworfen. Im
Anschluss wurden die DNA-tragenden Beads noch zwei Mal mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, um sicher alle Stoffe aul3er der gebundenen DNA zu
entfernen. Dazu wurden jeweils 200 pl 70 %iges Ethanol hinzugegeben,
3 Minuten inkubiert und die Flissigkeit wieder abgenommen und verworfen. Die
Beads wurden noch kurz an der Luft getrocknet, um sicher alles Restethanol zu
entfernen. Durch Zugabe von 30-40 ml ddH,O und resuspendieren der Lésung

wurden die PCR-Produkte wieder von den Beads getrennt.

Fur die anschlielBende Kettenabbruchreaktion (Cycle Sequencing Reaktion)
wurde das GenomelLab Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start
Kit (Beckman Coulter, Krefeld) verwendet[1l]. Der DTCS-Mix enthalt die
notwendigen Reagenzien fir die Kettenabbruch-PCR wie die dNTPs, die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs, die Polymerase und Pufferlésung. Je nach
ursprunglicher Bandenstarke wurden 4-7 ul des aufgereinigten PCR-Produkts
zusammen mit 2 ul DTCS-Mix in ein 0,2 ml Reaktionsgefal? gegeben[l1]. Als
Primer wurde der Standard-M13-Sequenzierprimer verwendet[1l], entweder
Forward oder Reverse, um spater in beiden Richtungen die Sequenz ermitteln
zu kénnen. Mit ddH,O wurde auf ein Gesamtvolumen von 10 ul aufgefillt[1]
(Tabelle 3).
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Tabelle 3: Cycle-Sequencing-Reaktion
Quelle (inhaltlich): [1]

Cycle Sequencing Reaktion mit dem GenomeLab DCTS Qu  ick
Start Kit (Beckman Coulter, Krefeld)

Reaktionsansatz

Volumen Reagenz

4-7 pl Aufgereinigtes PCR-Produkt, je nach Bandenstarke nach der
Geleletrophorese

2 ul DTCS-Mix

1l M13-Primer Forward oder Reverse (10 pmol/ul; Endkonzentration in
PCR 1 pmol/ul)

0-3 ul ddH,0O zum Auffillen auf ein Reaktionsvolumen von 10 pl

PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen Beschreibung

96°C 20s Denaturierung

50°C 20s 34 Zyklen Annealing

60°C 4 min Elongation

Bevor die Sequenz analysiert werden konnte, musste eine weitere Aufreinigung
durchgefiihrt werden, um Uberschissige dNTPs, fluoreszierende ddNTPs und
Salze zu entfernen. Hierzu wurde CleanSeq (Beckman Coulter, Krefeld)
verwendet[1l]. Analog zum oben beschriebenen AMPure, basiert dieses
Verfahren ebenso auf der Verwendung magnetischer Beads, die die Produkte
der Kettenabbruch-PCR binden. Die Prozedur erfolgte entsprechend den
Herstellerinformationen. Zu den 10 ul aus der Sequenzier-PCR wurden 10 pl
CleanSeq und 42 pl 85 %iges Ethanol gegeben und gemischt. Mit Hilfe einer
Magnetplatte wurden die Beads mit den gebundenen Produkten der Cycle
Sequencing Reaktion am Rand der Reaktionsgefal3e fixiert und die Flussigkeit
nach 3 Minuten Inkubationszeit abgenommen und verworfen. Darauf folgte ein
Waschschritt mit 100 pl 85 %igem Ethanol, welches hinzugegeben und nach
30 Sekunden Inkubationszeit in der Magnetplatte wieder vollstandig entfernt
und verworfen wurde. Nach kurzer Trocknung bei Raumtemperatur wurden die
Beads in 40 pul Sample Loading Solution (Beckman Coulter, Krefeld)

resuspendiert, was die Elution der Kettenabbruchprodukte zur Folge hatte.
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Zur Sequenzanalyse mit dem GenomelLab GeXP Genetic Analysis System
(Beckman Coulter, Krefeld)[1] wurden die aufgereinigten Proben in eine 96-
Well-Platte Uberflhrt und mit einem Tropfen Mineral6l bedeckt, um Verdunstung
zu verhindern. Die einzelnen Produkte wurden mittels Kapillarelektrophorese
der L&nge nach basengenau aufgetrennt und anhand der Fluoreszenzabfolge
wurde schlief3lich die Sequenz ermittelt. Die erfolgte mit der GenomelLab-GeXP
Software 10.2 (Beckman Coulter, Krefeld)[1]. Von allen Proben wurde die
Sequenz sowohl in Forward- als auch in Reverse-Richtung ermittelt, um

doppelte Sicherheit bei der Klarung der Frage nach Mutationen zu erreichen.
2.3.7 RFLP-Analyse zur Detektion von SRSF2-Mutationen

Fur die RFLP-Analyse (1.4.5) wurden 10 ul des PCR-Produkts aus der SRSF2-
PCR mit 0,5 ul BsaJl (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 2 ul
FastDigest Green Buffer (10 fach) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) und 17,5 pl ddH,O vermischt und bei 37°C fir eine Stunde inkubiert[1]. Im
Anschluss wurden die entstandenen Fragmente mittels Gelelektrophorese bei
120V in einem 3 %igen Agarose-Gel aufgetrennt[l] und die entstandenen
Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Bei allen Proben der
Studiengruppe wurden die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung mit denen
der RFLP-Analyse verglichen. In den Kontrollgruppen wurde die
Mutationsanalyse zuerst mit der RFLP-Analyse durchgefiihrt. Alle Proben mit
einem fur die Mutation charakteristischem Bandenmuster sowie weitere

Wildtyp-Stichproben wurden anschliel3end sequenziert.
2.3.8 Mutationsanalyse der JAK2- und KIT-Hotspots

Die JAK2-V617F-Mutationsanalyse wurde bei allen Proben durchgefihrt, die
Analyse auf die KIT-D816V-Mutation zusatzlich bei Proben mit assoziierter
systemischer Mastozytose[1l]. Die Analysen wurden von Dr. David Rosero
analog wie bereits beschrieben durchgefihrt[1,61]. Das Prinzip der Methoden

soll am Beispiel der JAK2-Mutationsanalyse kurz erlautert werden.

Ein 162 bp langes Fragment, das das Kodon 617 im Exon 12 des JAK2-Gens
enthalt, wurde mittels PCR amplifiziert[1].
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Zur  Detektion der Mutation wurde direkt im  Anschluss eine
Schmelzpunktanalyse durchgefuhrt[1]. Hierfur werden zum PCR-Produkt so
genannte FRET (fluorescence resonance energy  transfer)-Sonden
hinzugegeben. Dies sind zwei Oligonukleotide (Donor- und Acceptor-Sonde),
die beide in unmittelbarer Nahe zueinander komplementar an die Ziel-DNA
binden. In der beschriebenen Analyse bindet die Donor-Sonde im Bereich des
Kodons 617, und zwar spezifisch am mutierten Allel, und die Akzeptor-Sonde in
unmittelbarer Nahe dazu. An beide Sonden sind unterschiedliche Fluorophore
gekoppelt. Durch Licht einer bestimmten Wellenlange kann die Donor-Sonde
angeregt werden. Sind beide Sonden nah aneinander an die Ziel-DNA
gebunden, wird die Akzeptor-Sonde ihrerseits durch das Licht der Donor-Sonde
angeregt. Das dadurch emittierte Lichtsignal kann dann im LightCycler (Roche,
Penzberg) quantitativ gemessen werden. Fur die Schmelzpunktanalyse wird die
DNA erst kurz durch Erhitzen denaturiert und dann wieder abgekihlt um die
Hybridisierung der FRET-Sonden zu ermdglichen. Nun wird langsam erhitzt und
dabei in kurzen Abstanden die Fluoreszenz gemessen. An einem bestimmten
Schmelzpunkt dissoziieren die Sonden von der DNA und das Fluoreszenz-
Signal nimmt somit ab. Die Schmelztemperatur kann anhand der ersten
negativen Ableitung der Zeit/Fluoreszenz-Kurve durch das Maximum abgelesen
werden. Da die Donor-Sonde komplementéar zum mutierten Kodon 617 bindet,
entsteht im Falle vorhandener mutierter DNA ein Maximum mit hoherer
Schmelztemperatur[57,61-64].

Eine PCR mit anschlieender Schmelzpunktanalyse wurde fir jede Probe
jeweils mit und ohne die Zugabe eines LNA(locked nucleid acid)-Oligomers
durchgefiihrt[1]. Dieses Oligomer bindet spezifisch an DNA-Strange, die im
Kodon 617 die Wildtyp-Sequenz aufweisen. Durch ein verandertes
Ribosegerust dissoziiert das LNA-Oligomer erst bei einer Schmelztemperatur,
die Uber der Elongationstemperatur liegt, von der DNA und verhindert dadurch
die Amplifikation. Dies sorgt daftr, dass mutierte DNA, sofern vorhanden,
bevorzugt amplifiziert wird. Dadurch kann die Mutation, insbesondere im Falle
einer niedrigen Last an Tumorzellen, mit hdherer Sensitivitat detektiert
werden[57,61,65].
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2.3.9 Statistische Auswertung

Statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism4.03 (GraphPad Software
Inc.) durchgefuhrt[1]. P-Werte sind zweiseitig und wurden wenn kleiner als 0,05
als signifikant betrachtet[1]. Zur Berechnung der Uberlebensraten wurde die
Kaplan-Meier-Methode angewendet[1]. Zum Vergleich der Uberlebensraten
wurde der Logrank-Test verwendet[1]. Fur das Follow-up wurden nur Patienten
bertcksichtigt, die zum Berechnungszeitpunkt noch am Leben waren[1].
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3. Ergebnisse

3.1 Histologische und klinische Klassifikation

3.1.1 Zusammensetzung und Beschreibung der Studiengruppe

Nach Auswertung aller Daten zu Klinik und Blutbild sowie histologischer
Klassifikation der Knochenmarksbiopsien, wurden 36 Patienten in die CMML-
Gruppe eingeschlossen[l1]. Alle 36 erfullten die Diagnosekriterien der WHO-
Klassifikation fur die Diagnose CMML[1]. Ausgeschlossen wurden Patienten,
bei denen die Diagnose aufgrund fehlender klinischer Daten oder nicht
ausreichend beurteilbarem Knochenmarkstrepanat nicht eindeutig gestellt
werden konnte[1]. Zwei dieser 36 Patienten hatten urspringlich die Diagnose
eines MDS gestellt bekommen, wurden dann aber zur Diagnose CMML
reklassifiziert. Bei insgesamt funf dieser Patienten wurden zusatzlich Follow-up-
Biopsien analysiert[1].

Die Kohorte beinhaltete 29 Manner und 7 Frauen[l1] (Tabelle 4). Das mediane
Alter der Patienten lag bei 70 Jahren (49-89 Jahre)[1] (Tabelle 4).

Zweiunddrei3ig der 36 Patienten erfillten nach der WHO-Klassifikation die
Diagnose CMML-1, bei vier Patienten wurde die Diagnose CMML-2 gestellt[1]
(Tabelle 4). Angelehnt an die FAB-Klassifikation (vgl. 1.2.3), konnten zwolf
Patienten einer pradominierend dysplastischen Form und 23 Patienten einer
pradominierend myeloproliferativen Form der CMML zugeordnet werden
(n =35). Bei sieben Patienten entwickelte sich im Krankheitsverlauf eine
AML[1] (Tabelle 4).

Die mediane Leukozytenzahl im peripheren Blut zum Zeitpunkt der Biopsien lag
bei 15,6 x 10° pro Liter und reichte von 3,9 x 10° bis 168 x 10° pro Liter[1]
(Tabelle 4). Die absolute Monozytenzahl zu diesem Zeitpunkt lag im Median bei
3249 x 10° pro Liter (0-27600 x 10° pro Liter)[1] (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Zusammensetzung der CMML-Studiengruppe
modifiziert aus [1]

Abkirzungen: CMML: Chronisch myelomonozytare Leukam ie; AML: Akute myeloische Leukamie;
n: Anzahl

Gesamt
n= 36
Geschlecht Weiblich 7136
Mannlich 29/36
Alter Jahre, Median (Spannweite) 70(49-89)
Diagnose CMML-1 32 (89%)
CMML-2 4 (11%)
Sekundare AML 7 (19%)
) ) ] 29
Monozyten in %, Median (Spannweite)
(2,5-58)
. . 3249
Zellen/ul, Median (Spannweite)
(0-27600)
_ Leukozyten x 107/I 15,6
Blutbild ] )
Median (Spannweite) (3.9-168)
Hamoglobin in g/dl 12,3
Median (Spannweite) (7,0-16,6)
Thrombozyten x107/1 79
Median (Spannweite) (11-891)

Zytogenetische Daten waren von 23 Patienten verfigbar und zeigten bei 16
Patienten einen normalen Karyotyp[1]. Sieben Patienten zeigten zytogenetische
Aberrationen[1l] (Tabelle 5), darunter funf Patienten einen Verlust des Y-
Chromosoms.

Tabelle 5: Zytogenetik der CMML-Patienten

modifiziert aus [1]
Abkirzungen: n: Anzahl

Gesamt
n=23
Zytogenetik Normaler Karyotyp 16/23 (70%)
Aberranter Karyotyp 7123 (30%)
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Die Histologie der Knochenmarksstanzen zeigte grof3tenteils ein einheitliches
Bild[1]. Auffallig war die deutliche Hyperzellularitat[1], 30 der 43 Biopsien
zeigten eine Zellularitéat von = 70% (Abbildung 11).

Abbildung 11: Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Knochenm arks eines CMML-Patienten
Die Abbildung zeigt ein hyperzellulares Knochenmark mit vorherrschender Granulopoese.
Hamatoxylin-Eosin, 200x (Quelle [1])

Dysplasiezeichen traten variabel sowohl in der granulopoetischen als auch der
erythropoetischen Zellreihe auf[l]. Haufig waren auch Veranderungen der
Megakaryozyten. Bei 22 der 36 Patienten zeigten sich eher Kkleine,
dysplastische Mikromegakaryozyten mit hypolobulierten Kernen[1] (Abbildung
12). Abnorm groRe, der myeloproliferativen Form  zuzuordnende

Megakaryozyten zeigten sich bei zwei Patienten[1].
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Megakaryozyten

Abbildung 12: Chloracetat esterase-Farbung des Knochenmarks eines CMML- Patienten mit SRSF2-
Mutation

Auf diesem Schnitt sind vermehrt kleine und dysplastische Megakaryozyten mit hypolobulierten
Kernen sichtbar. Naphthol-AS -D-Chloracetatesterase, 200x (modifiziert aus [1])

Immunhistochemisch zeigten sich die CD14 positiven Zellen in allen Fallen
deutlich vermehrt[1] (Abbildung 13).

Abbildung 13: CD14- Farbung des Knochenmarks eines CMML -Patienten mit SRSF2-Mutation
Die CD14 positiven Monozyten und monozytdaren Vorlauf  erzellen sind deutlich vermehrt.
Immunoperoxidase, 400x (Quelle [1])

Drei der 36 Patienten (8,3%) zeigten zusatzlich Mastzellinfiltrate in den

Knochenmarksbiopsien, wodurch bei diesen Patienten in Zusammenschau der
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Befunde die Diagnose Systemische Mastozytose mit assoziierter klonaler
hamatologischer Nicht-Mastzell-Erkrankung gestellt wurde (SM-AHNMD)[1].

Die Mastzellinfiltrate waren durch die typischen Spindelzellmorphologie sowie
einen hohen Fibrosegrad gekennzeichnet[1,66]. Immunhistochemisch waren
die Infiltrate durch die Expression von CD117 gut abgrenzbar[1] (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Knochenmarkshistologie eines CMML-Pati enten mit Mastzellinfiltraten

Es handelte sich um einen Patienten mit Mutationeni  n SRSF2, KIT und JAK2.

A: Das hyperzellulare Knochenmark zeigt Infiltrate spindelférmiger Zellen in der Umgebung der
Knochentrabekel (Hamatoxylin-Eosin, 200x) (Quelle [1  ])

B: Immunhistochemie zeigt die Expression von CD117 i m Infiltrat (Immunoperoxidase, 200x)

(Quelle [1])

3.1.2 Zusammensetzung der MPN-Kontrollgruppe

Nach Abschluss der Klassifikation konnten 20 Patienten zur MPN-
Kontrollgruppe zugeordnet werden[1]. Darunter waren zehn Patienten mit einer
PMF, zwei Patienten mit einer PV und jeweils ein Patient mit einer ET und einer
CML. Die ubrigen Patienten wurden aufgrund fehlender Daten nicht praziser
klassifiziert.

Zwei dieser 20 Patienten hatten durch erhéhte Monozytenzahlen im peripheren
Blut (2313 und 4558 x 10° pro Liter) auch die Diagnosekriterien fiir eine CMML
erfullt und waren ursprunglich als CMML klassifiziert worden[1]. Bei beiden
Fallen zeigten sich histologisch eine deutliche Hyperzellularitat der
Hamatopoese mit vorherrschender Granulopoese sowie eine milde Fibrose
(Grad 1)[1]. Die CD14 positiven Zellen waren deutlich vermehrt[1]. Die

Megakaryozyten waren atypisch vergrofert und die Kerne hypersegmentiert[1]
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(Abbildung 15). Aufgrund der Knochenmarksmorphologie, insbesondere der
eher myeloproliferativ wirkenden Megakaryozyten, wurden diese Falle zu
prafibrotischen PMF mit Monozytose reklassifiziert[1].

Ebenso wurde ein Patient, der urspringlich der MDS-Gruppe zugeordnet war,

zu einer PMF umklassifiziert.

Abbildung 15: Knochenmarkshistologie eines Patienten mit einer préfibrotischen PMF mit
Monozytose

A: Das Knochenmark stellt sich deutlich hyperzellul ar dar, die Granulopoese ist die
vorherrschende Zellreihe. Der Pfeil markiert einen v  ergroRerten Megakaryozyten mit
hyperlobuliertem Kern. (Hamatoxylin-Eosin, 200x) (mo  difiziert aus [1])

B: Ansammlung von vergréRerten, atypischen Megakary  ozyten mit hyperlobulierten Kernen
(Hamatoxylin-Eosin, 400x) (Quelle [1])

Zusatzlich zu diesen 20 Patienten wurden noch funf weitere Falle aus einer
vorherigen Studie ebenfalls auf die SRSF2-Mutation untersucht. Es handelte
sich um Patienten mit einer PMF, die im Krankheitsverlauf eine Monozytose
entwickelt hatten[1,32].

3.1.3Zusammensetzung der MDS-Kontrollgruppe

In die MDS-Kontrollgruppe wurden nach Abschluss der Klassifikation 22
Patienten eingeschlossen[1]. Darin enthalten waren zehn Patienten mit einer
RCMD, drei mit einer RA, drei mit einer Refraktdren Andmie mit Exzess an
Blasten 1 (RAEBL1), funf mit einer RAEB2 und ein Patient mit einer Refraktaren
Anamie mit Ringsideroblasten (RARS).

Drei dieser 22 Patienten waren urspriinglich als CMML diagnostiziert worden.
Nach Abschluss der klinischen und histologischen Klassifikation zeigte sich
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allerdings, dass die Kriterien fur eine CMML nicht erflllt waren und die Falle
wurden als MDS (zwei RCMD, eine RAEB2) klassifiziert.

3.2 SRSF2-Mutationsanalyse

3.2.1 Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA

Die PCR zur Einschéatzung der Amplifizierbarkeit der DNA wurde bei insgesamt
95 verschiedenen DNA-Proben durchgefiihrt. Durch anschlieRende Agarose-
Gelelektrophorese konnten die maximal amplifizierbaren Fragmentlangen

sichtbar gemacht werden (exemplarische Ergebnisse Abbildung 16).

Abbildung 16 : Gelelektrophorese nach PCR zur Einschatzung der Amp  lifizierbarkeit der DNA
Versuchsaufbau: 2%iges Agarosegel , versetzt mit 10 yl GelRed-Ldsung; in  Tasche 1-6 und NK

15 ul PCR-Produkt (jeweils 1:6 versetzt mit Ladepuffer) aus der Multiplex  -Kontroll -PCR, in Tasche L
10 pl 100 bp-Marker; Spannung 140 V olt fur 20-45 Minuten; fotografiert unter UV-  Licht.

1-6: verschiedene DNA- Proben; NK: Negativkontrolle, enthielt keine DNA ; L: 100 bp-Marker; bp:
Basenpaare.

Anhand des langsten amplifizierten Produkts kann die Amplifizierbarkeit der untersuchten DNA
abgeschatzt werden. Bei Probe 1 zeigte sich nur das 100 bp und das 200 bp- Produkt , bei Probe 3
zusétzlich das 300 bp- Produkt . Bei den Proben 2,4 und 5 ist auch das 400 bp- Produkt amplifiziert
worden, bei Probe 6 wurden alle Produkte amplifiziert.

Bei einer Probe zeigte sich eine Amplifizierbarkeit von mindestens 600 bp, 45
Proben zeigten eine Amplifizierbarkeit von maximal 400 bp, 23 Proben eine
maximale Amplifizierbarkeit von 300 bp, 13 Proben eine maximale
Amplifizierbarkeit von 200 bp. Bei neun Proben wurde nur das Fragment mit

einer Lange von 100 bp amplifiziert. Bei vier extrahierten DNA-Proben zeigte
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sich nach Gelelektrophorese keine amplifizierte DNA, diese Proben wurden von
den weiteren Analysen ausgeschlossen (Abbildung 17).

600bp keine
1% /%

Abbildung 17: Prozentuale Verteilung der maximalen Am plifizierbarkeit der untersuchten DNA-
Proben
Gesamtzahl: 93 Proben; bp: Basenpaare

3.2.2Ergebnisse der Studiengruppe

Die bidirektionale Sanger-Sequenzierung zeigte bei 16 der 36 Patienten (44%)
eine Mutation im Kodon 95 in Exon 1 des SRSF2-Gens[1l] (Tabelle 6). Alle
identifizierten Mutationen waren Punktmutationen, die zur einem Austausch der
Aminosaure Prolin 95 fuhren[1] (exemplarische Ergebnisse Abbildung 18). Bei
funf der 36 Patienten wurden zusatzlich mehrere Verlaufsbiopsien auf die
SRSF2-Mutation analysiert, zwei trugen die Mutation, drei das Wildtyp-Allel. Bei
keinem dieser Patienten anderte sich der SRSF2-Mutationsstatus im

beobachteten Krankheitszeitraum[1].
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Abbildung 18: Elektropherogramm des Kodon 95 (rote Markierung) nach Kapillarelektro  phorese im
GenomelLab GeXP Sequenzer im Falle der SRSF2-Wildtyp- Sequenz im Kodon 95 (CCC) (A) und im

Falle der p.P95L-Mutation (B).

Die mittlere Base (Cytosin) des Kodon 95 zeigt in B eine Uberlagerung mit der Base Thymin. Diese
Substitution fuhrt auf Aminosdureebene zum Austausch von Prolin durch Leucin.

X-Achse: Datenpunkte, Y- Achse: Fluoreszenz

Im Detail zeigte sich bei zehn Patienten die Mutation p.P95H, bei 5 Patienten
die Mutation p.P95L, bei 2 Patienten die Mutation p.P95R und bei einem
Patienten die Mutation p.P95A[1] (Tabelle 6, Abbildung 19). Keine der in der
Literatur beschriebenen Deletionen, Insertionen oder Duplikationen wurden

identifiziert.
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p.P95A

p.P95R
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p.P95L
28%
p.P95H
56%

Abbildung 19: Verteilung der Mutationen im SRSF2-Kodon 95 in der Studiengruppe
Quelle (inhaltlich): [1]

Bei der RFLP-Analyse zeigte sich das 107 bp-Fragment bei 15 der 16 Patienten
mit SRSF2-Mutationen[1] (exemplarische Ergebnisse Abbildung 20). Bei allen
Patienten mit Wildtyp-Sequenz im Kodon 95 sowie dem einzelnen Fall mit
p.P95A-Mutation wurde das 107 bp-Fragment in die beiden kirzeren
Fragmente zerschnitten[1l]. Die p.P95A-Mutation resultiert aus einer
Punktmutation der ersten Cytosinbase des Kodons 95 zu Adenin. Dadurch
bleibt die zweite Restriktionsstelle von BsaJl erhalten und es entsteht kein
107 bp-Fragment.
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107 bp

63 bp

43 bp
38 bp

Abbildung 20 : Gelelektrophorese nach BsaJl -Verdau

Versuchsaufbau: 3 %iges Agarosegel , versetzt mit 10 yl GelRed-Ldsung; in  Tasche 1-6 jeweils 15 pl
des zuvor mit BsaJl inkubierten = PCR-Produkt aus der SRSF2-PCR, in Tasche L 10 pl 50 bp-Marker;
Spannung 140 Volt fir 45-60 Minuten; fotografiert unter UV -Licht.

1-6: verschiedene DNA- Proben; L: 50 bp-Marker; bp: Basenpaare

Bei den Proben 1 und 4 ist zusétzlich zu den 38 bp-, 44- bp- und 63 bp- Fragmenten das 107 bp-
Fragment zu sehen. Diese s Fragment bleibt durch den Verlust der zweiten  Restriktionsstelle  durch
die Mutationen p.P95H, p. P95L und p.P95R erhalten (siehe 1.4.5).

3.2.3Ergebnisse der Kontrollgruppen

In der MPN-Kontrollgruppe zeigte sich durch die RFLP-Analyse bei vier der 20
Patienten (20%) eine Mutation im SRSF2-Gen[1]. Mit Hilfe der anschlie3enden
Sanger-Sequenzierung konnten drei der Mutationen als p.P95H und eine als
p.P95L charakterisiert werden[1] (Tabelle 6). Bei allen vier Patienten handelte
es sich um Patienten mit einer PMF, darin eingeschlossen auch die zwei
Patienten, die wegen Monozytose urspringlich als CMML klassifiziert worden
waren[1] (vgl. 3.1.2). Zusatzlich wurden funf weitere Patienten aus einer
vorangegangen Studie untersucht, die im Krankheitsverlauf einer PMF eine
Monozytose entwickelt hatten[1,32]. In zwei Fallen (40%) zeigte sich eine
SRSF2-Mutation (p.P95H und p.P95L)[1].

In der MDS-Kontrollgruppe (exemplarische Ergebnisse Abbildung 21) zeigte
sich eine Mutation im Kodon 95 bei einem der 22 Patienten (4,5%)[1] (Tabelle
6). Explizit handelte es sich um eine p.P95L-Mutation bei einem Patienten mit
einer RCMD[1].
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Bei der Untersuchung von zehn Fallen mit normalen, bzw. reaktiv verdndertem

Knochenmark zeigten sich keine Mutationen in der RFLP-Analyse[1].

107 bp
63 bp

43 bp
38bp 1

4 5

8 9 10 1

Abbildung 21: : RFLP- Analyse bei 16 MDS -Patienten

Versuchsaufbau: 3 %iges Agarosegel , versetzt mit 10 yl GelRed-Ldsung; in
jeweils 15 pl des zuvor mit BsaJl inkubierten
50 bp-Marker; Spannung 140 V olt fur 45-60 Minuten; fotografiert unter UV-Licht.

13 14 15

Tasche 1-16 und PK

PCR-Produkt aus der SRSF2-PCR, in Tasche L 10 pl

1-16: Proben; PK: Positivkontrolle (Probe mit Mutation

Tabelle 6: Tabellarische Ubersicht ber die

Kontrollgruppen

modifiziert aus [1]
Abkilrzungen: WT: Wildtyp; MUT: Mutation

; CMML: Chronisch myelomonozytare Leukamie; MDS:

p.P95L); L: 50 bp-Marker ; bp: Basenpaare
Bei keinem dieser MDS- Félle zeigte sich die in der Positivkontrolle erhaltene 107

Myelodysplastische Syndr ome; MPN: Myeloproliferative Syndrome  ; n: Anzahl
CMML MDS MPN
n (%) n (%) n (%)
SRSF2WT 20 (56%) 21 (95%) 16 (80%)
SRSF2 MUT 16 (44%) 1 (5%) 4 (20%)
p.P95H 8 (22%) 0 3 (15%)
p.P95L 5 (14%) 1 (5%) 1 (5%)
p.P95R 2 (6%) 0 0
p.P95A 1 (3%) 0 0
Gesamt 36 22 20

SRSF2-Mutationen in der CMML -Gruppe und den
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3.3 Statistische Auswertung der SRSF2-Mutationsanalyse

3.3.1Diagnostische Aussagekraft der SRSF2-Mutationsanalye

Fur die Berechnung der Parameter zur Einschatzung der Aussagekraft von
Testverfahren wurde die CMML mit den Differentialdiagnosen MDS und MPN
verglichen. Fir das Vorliegen einer SRSF2-Mutation ergab sich in dieser Studie
eine diagnostische Sensitivitat von 44,4% und eine Spezifitdt von 88,1%[1]. Der
positive pradiktive Wert betrug 76,2%, der negative pradiktive Wert 64,9%[1]
(Tabelle 7). Daraus errechnet ergab sich ein positiver Likelihoodquotient von

3,73 sowie ein negativer Likelihoodquotient von 0,63[1].

Tabelle 7: Vierfeldertafel zur Berechnung der Paramet er zur Abschéatzung der Aussagekraft von
Testverfahren

Quelle (inhaltlich): [1]

Abkilrzungen: wt: Wildtyp; mut: Mutation; CMML: Chro nisch myelomonozytare Leukadmie; MDS:
Myelodysplastische Syndrome; MPN: Myeloproliferative Syndrome, n: Anzahl

MDS + MPN

CMML (n=36)
(n=42)
SRSF2 Positiver
mut 16 (44’4%) 5 (11’9%) pradiktiver Wert
(n=21) 16/21 = 76,2%

Negativer

20 (55,6%) 37 (88,1%) pradiktiver Wert
37/57 = 64,9%

SRSF2 wt
(n=57)

Sensitivitat Spezifitat

16/36 = 44,4% 37/42 = 88,1%

3.3.2Korrelation mit der Knochenmarksmorphologie

Ohne Kenntnis der Ergebnisse der SRSF2-Mutationsanalyse wurden bei jeder
Knochenmarksbiopsie folgende Punkte systematisch beurteilt: Zellularitat,

quantitative Veranderungen in den myeloischen Zellreihen, Vorhandensein von
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Dysplasie in den myeloischen Zellreihen, Fibrose, Menge des Speichereisens,
Anzahl der CD14 positiven und Anteil der CD34 positiven Zellen[1]. Es zeigten
sich keine Assoziationen des SRSF2-Mutationsstatus mit diesen Parametern[1].

3.3.3Korrelation mit klinischen Parametern und Zytogenetik

Es zeigten sich keine signifikanten Korrelationen des SRSF2-Mutationsstatus
mit den klinischen Parametern Alter, Geschlecht, Blutbild sowie der WHO-
Subgruppe (CMML-1 oder CMML-2)[1] (Tabelle 8).

Daten Uber zytogenetische Veranderungen waren bei 23 Patienten vorhanden.
Acht der 16 Patienten (50%) mit normalen Karyotyp zeigten eine Mutation in
SRSF2, wohingegen nur einer der sieben Patienten (14%) mit abberantem
Karyotyp eine Mutation in SRSF2 aufwies[1]. Somit trat eine SRSF2-Mutation
signifikant h&aufiger bei Patienten mit normalem Karyotyp auf (p <0,001)[1]
(Tabelle 8).
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Tabelle 8: Tabellarische Ubersicht (iber Patienteneig

Abkurzungen: MUT: Mutation; WT: Wildtyp; Hb: Hamogl

enschaften, Blutbild und Zytogenetik im
Verhéltnis zum SRSF2-Mutationsstatus in der CMML-Gruppe
modifiziert aus [1]

obin; n.s.: nicht signifikant, n: Anzahl

Gesamt SRSF2MUT SRSF2WT P-Wert
n= 36 n=16 n=20
Geschlecht Weiblich 7136 3/18 4/18 n.s.
Mannlich 29/36 13/18 16/18 n.s.
Jahre, Median
Alter ] 70(49-89) 73 (52-89) 67 (49-82) n.s.
(Spannweite)
Diagnose CMML-1 32 (89%) 14 (89%) 18 (89%) n.s.
CMML-2 4 (11%) 2 (11%) 2 (11%) n.s.
in %, Median | 29 29 32
Monozyten n.s.
(Spannweite) (2,5-58) (4-58) (2,5-56)
Zellen/pl, Median | 3249 4003 2968
n.s.
(Spannweite) (0-27600) (886-27600) (0-21431)
, Leukozyten x 107/l 15,6 21.8 14.4
Blutbild n.s.
Median (Spannweite) (3.9-168) (3.9-168) (4-110)
Hb in g/dl 12,3 11,4 12,9
n.s.
Median (Spannweite) (7,0-16,6) (7,0-16,6) (7,0-16,1)
Thrombozyten x10°/I | 79 59.5 93
n.s.
Median (Spannweite) (11-891) (13-485) (11-891)
Zytogenetik Normaler Karyotyp 16/23 (70%) 8/9 (89%) 8/14 (57%) <0.001
Aberranter Karyotyp 7123 (30%) 1/9 (11%) 6/14 (43%)

3.3.4 Auswirkungen auf AML-Transformation und Uberlebensraten

Klinische Verlaufsparameter waren bei 28 der 36 Patienten mit CMML
verfugbar[l]. Bei sieben Patienten wurde eine Transformation in eine AML
beobachtet, ohne Assoziation mit dem SRSF2-Mutationsstatus[1] (Tabelle 9).

Die aktuelle Uberlebensrate bei Patienten mit Mutationen in SRSF2 lag bei elf
von 13 Patienten (85%), der mediane Follow-up-Zeitraum lag bei 757 Tagen
(Spannweite 29-1826 Tage)[1l] (Tabelle 9). In der Gruppe ohne SRSF2-
Mutationen lag die Uberlebensrate bei zwolf von 15 Patienten (80%), der
mediane Follow-up-Zeitraum bei 890 Tagen (Spannweite 21-3024 Tage)[1]
(Tabelle 9). Daraus ergab sich in der Kaplan-Meier-Analyse eine 3-Jahres-
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Uberlebensrate von 86% bei Patienten mit SRSF2-Mutationen und 71% bei
Patienten mit Wildtyp-SRSF2[1] (Tabelle 9, Abbildung 22).

Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht tiber Transformat
Verhéltnis zum SRSF2-Mutationsstatus in der CMML-Gruppe

modifiziert aus

Abkirzungen: MUT: Mutation; WT: Wildtyp; AML: Akute

(1]

myeloische Leukamie; n: Anzahl

Gesamt SRSF2MUT SRSF2WT
n= 36 n=16 n=20
Sekundare
7 2 5
AML
Tage
Follow-Up Median (Spannweite) | 890 (O-
, 757 (29-1826) | 890 (0-3024)
(Lebende Patienten) 3024)
Kaplan -Meier
3-Jahre-
Uberlebens- 86% 71%
rate
1 00__l.l.ll_l_l_
]
90- :_‘: 1 1 L1 p: 0 76
804 by
teccadlocaana- [T . . 1.4
= 70
; 60-
S 50-
el
N 40-
=2
o a
gg 4. SRSF2 WT
0

Mutationsstatus (n = 28)

X-Achse: Uberlebensrate in %, Y-Achse: Zeit in Monat

WT: Wildtyp; mut: Mutation

Uberlebensra  ten

en; Quelle [1]

] ] ] ] 1 ] I 1 ] 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Months

Abbildung 22: Kaplan-Meier-Analyse der in  Abhédngigkeit vom

jon in AML, Follow-up und Uberlebensraten im

SRSF2-
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3.4 JAK2-Mutationsanalyse
3.4.1Ergebnisse der JAK2-Mutationsanalyse

Die Schmelzpunktanalyse zur Detektion der JAK2-V617F-Mutation zeigte die
Mutation bei finf von 35 Patienten der CMML-Gruppe[l] (Abbildung 23). Bei
einem Patienten konnte die JAK2-Mutationsanalyse aufgrund schlechter
Amplifizierbarkeit der DNA nicht durchgefiihrt werden. Zusatzlich wurde die
Mutation in zwei Verlaufsbiopsien eines Patienten entdeckt, der zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung noch einen JAK2-Wildtyp-Mutationsstatus gezeigt
hatte[1]. Somit betrug die Mutationsfrequenz in der CMML-Gruppe insgesamt
17%[1] (Tabelle 10).

Vier der sechs Patienten mit JAK2-Mutation hatten gleichzeitig auch eine
SRSF2-Mutation (67%), wohingegen nur zwolf der 29 Patienten (41%) mit
JAK2-Wildtyp-DNA eine Mutation in SRSF2 zeigten[1]. Somit trat die SRSF2-
JAK2-Mutationen  auf

Mutation  haufiger in der

(p = 0,01)[1](Tabelle 10).

Untergruppe  mit

Tabelle 10: Tabellarische Darstellung des
Mutationsstatus in der CMML-Gruppe
modifiziert aus [1]

Abkirzungen: WT: Wildtyp; MUT: Mutation, n: Anzahl

JAK?2 -Mutationsstatus in Abhangigkeit des SRSF2-

Gesamt SRSF2MUT SRSF2WT
P-Wert
n= 36 n=16 n=20
JAK-2 WT 29/35 (83%) 12/16 (75%) 17/19 (89%) 0.01
JAK-2
6/35 (17%) 4/16 (25%) 2/19 (11%)
V617F MUT

In der MPN-Kontrollgruppe zeigte sich die JAK2-V617F-Mutation bei 14 der 20
Patienten (70%). Drei Patienten hatten gleichzeitig eine Mutation in SRSF2 und
in JAK2. Es handelte sich um drei Félle einer PMF, darunter auch die zwei
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PMF-Falle, die ursprunglich aufgrund von Monozytose als CMML Kklassifiziert
worden waren.

Ein Patient der MDS-Kontrollgruppe zeigte die JAK2-V617F-Mutation (4,5%).
Im Detail handelte es sich um eine RCMD, der Patient hatte einen SRSF2-

Wildtyp-Mutationsstatus.

%ﬂm?

Abbildung 23: JAK2 -Schmelzpunktanalyse

Kurve 1 (ocker): JAK2 V617V Wildtyp -Kontrolle; Kurve 2 (blau): JAK2 V617F Positivkontrolle; Kurve

3 (lila): Probe mit LNA- Sonde; Kurve 4 (grin): Probe ohne LNA -Sonde; Kurve 5 (braun):
Negativkontrolle.

Die Probe mit zugefligter LNA -Sonde zeigt ein Maxi mum bei ca. 62,5° C, passend zur JAK2 V617F
Positivkontrolle und zeigt dadurch die Mutation an.

X-Achse: Temperatur in C°; Y- Achse : Fluoreszenzwert
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3.4.2 Beschreibung der JAK2-positiven CMML-Félle

Die sechs Patienten mit JAK2-Mutation wiesen zum Zeitpunkt der
Knochenmarksbiopsie im Vergleich zu den JAK2-negativen CMML-Fallen im
Durchschnitt hohere Leukozytenwerte im peripheren Blut auf (48,6 vs. 24,1 x
10° pro Liter)[1]. Vier der sechs Patienten konnte ein myeloproliferativer Typ
einer CMML zugeordnet werden[l], interessanterweise genau den vier
Patienten, die gleichzeitig auch eine SRSF2-Mutation trugen. Zwei der sechs
Patienten mit JAK2-Mutation hatten Mastzellinfiltrate im Knochenmark
gezeigt[1]. Somit war die Mutation bei zwei der insgesamt drei Patienten mit
einer SM-AHNMD nachweisbar[1]. Darunter war auch der Patient, der die

JAK2-Mutation erst im Krankheitsverlauf erworben hatte[1].

Im Vergleich zu den JAK2-negativen CMML-Fallen, zeigten die JAK2-positiven
Falle keine einheitlichen Unterschiede in der Morphologie des
Knochenmarks[1l]. Es zeigte sich durchweg ein hyperzellulares Bild (alle
> 80%). Dysplasiezeichen waren variabel in allen myeloischen Zellreihen
vorhanden. Mit Ausnahme des Falls mit erworbener JAK2-Mutation und
Mastozytose, wurde bei allen Fallen nur milde (Grad 1) oder keine Fibrose
beobachtet[1]. Die Megakaryozyten waren entweder normal oder dysplastisch
verkleinert mit hypolobulierten Kernen. Myeloproliferativ wirkende, vergrofRerte
Megakaryozyten mit hypersegmentierten Kernen wurden nicht beobachtet. Die
CD14 positiven Zellen waren bei allen Biopsien vermehrt (10% oder mehr).

3.5 Assoziierte systemische Mastozytose

Die Schmelzpunktanalyse zur Detektion der KIT D816V-Mutation identifizierte
die Mutation bei zwei der drei Féalle mit SM-AHNMD[1]. Der in Abschnitt 3.4
beschriebene Patient, dessen JAK2-Mutation erst in Verlaufsbiopsien
identifiziert wurde, zeigte somit Mutationen in allen drei untersuchten Genen
[1](Abbildung 14). Der zweite Patient mit KIT-Mutation hatte zusatzlich auch die
JAK2-Mutation, wies aber die SRSF2-Wildtyp-Sequenz im Kodon 95 auff1]. Der
dritte Patient mit einer Mastozytose zeigte keine Mutationen in den drei

untersuchten Genen[1].
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4. Diskussion

4.1 SRSF2-Mutationsanalyse

4.1.1 SRSF2-Mutationsnachweis aus FFPE-Knochenmarksbiopsien

In dieser Studie konnte eine Methode etabliert werden, mit der Mutationen im
SRSF2-Gen zuverladssig in Knochenmarksbiopsien nachgewiesen werden
konnen[1l]. Die in dieser Studie analysierte DNA wurde aus EDTA-entkalkten,
formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Knochenmarksbiopsien
extrahiert[1]. Obwohl die Prozesse zu Strangbrichen an der DNA fihren[35],
konnte der Mutationsnachweis bei einem Grof3teil der untersuchten Biopsien
durchgefiihrt werden, lediglich vier Proben mussten aufgrund zu stark
fragmentierter DNA von den Analysen ausgeschlossen werden[l]. Wie auch
schon vorangegangene Studien zeigten[67], stellt DNA aus EDTA-entkalkten,
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Knochenmarksbiopsien ein
zuverlassiges Material fir molekulare Untersuchungen dar[1].

Entscheidend fur die erfolgreiche Etablierung einer molekularpathologischen
Methode scheint unter anderem eine sorgfaltige Extraktionsmethode zu
sein[35]. In unserer Studie wurde mit Xylol entparaffiniert und der enzymatische
Gewebeverdau anschlieRend Uber volle 48 Stunden durchgefuhrt, um eine
maoglichst gro3e DNA-Ausbeute aus den relativ geringen Gewebemengen der
Knochenmarksstanzen zu erhalten[1l]. Fur die anschlieRende Aufreinigung
wurde auf die Verwendung kommerziell erhaltlicher Kits und maschineller
Verfahren verzichtet und eine klassische Phenol-Chloroform-Aufreinigung
durchgefihrt[1]. Dadurch konnte die Menge an ddH,O zum abschliel3enden
Losen der DNA frei gewéhlt werden und die fur die Analysen erforderliche
Konzentration von 50 ng/pl auch bei geringer DNA-Menge in der Regel erreicht
werden. Zusatzlich entscheidend ist die Wahl einer PCR mit geringer
Produktgro3e, dass die Amplifikation auch im Falle stark fragmentierter DNA
maoglich ist[57]. Durch die in dieser Studie gewahlte Amplifikatlange von 145 bp
konnten die Analysen in einem Grof3teil der Falle durchgefiihrt werden[1].
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Vor allem eine geringe Gewebemenge im Paraffinblock sowie ein hohes Alter
der Biopsie Faktoren stellten Faktoren dar, die die Extraktion suffizienter DNA
erschwerten[58,68].

Fur die molekulare Diagnostik bei myeloischen Neoplasien werden in erster
Linie peripheres Blut oder Knochenmarksaspirate verwendet[57]. Dennoch
konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass Knochenmarksbiopsien eine
Alternative fur den SRSF2-Mutationsnachweis bei der CMML und verwandten
myeloischen Neoplasien sein konnen[l]. Dies erlaubte zudem die
Untersuchung des Einflusses von SRSF2-Mutationen auf die Morphologie des
Knochenmarks[1]. Ein entscheidender Vorteil der Methode ist aul3erdem die
Tatsache, dass so auch im Falle von leerem Mark ("punctio sicca") eine
molekulare Diagnostik am Knochenmark moglich ist[35]. Dadurch dass
molekulare  Analysen auch an archivierten, paraffineingebetteten
Knochenmarksbiopsien durchgefuhrt werden kdnnen, bietet diese Methode eine
hervorragende Moglichkeit, um grof3ere retrospektive Analysen durchzufiihren
und so den Einfluss von SRSF2-Mutationen auf den Krankheitsverlauf und die

Prognose weiter untersuchen zu kénnen[1,57].
4.1.2 SRSF2-Mutationsfrequenz bei der CMML

Die bidirektionale Sanger-Sequenzierung identifizierte SRSF2-Mutationen bei
16 der 36 Patienten mit CMML (44%)[1]. Trotz der vergleichsweise kleinen
Studiengruppe in dieser Studie, ist die Mutationsfrequenz vergleichbar mit
Daten aus aktuell publizierten Studien mit grol3eren Patientenkohorten, die
SRSF2-Mutationsfrequenzen von 47%][50], 46%[25] oder 40%[51] bei der
CMML identifizierten[1].

Alle in dieser Studie identifizierten Mutationen im SRSF2-Gen waren
Punktmutationen im Kodon95 in Exon 1[1]. Die Verteilung der
unterschiedlichen Mutationen ist vergleichbar mit der Verteilung in der bisher
grofdten publizierten Kohorte von Meggendorfer et al[1,50]. Die beschriebene
p.P95T-Mutation sowie die bisher beschriebenen Insertionen, Deletionen oder

Duplikationen wurden nicht identifiziert. Der Grund hierflr ist zum einen
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vermutlich die GroRe der untersuchten Kohorte. Zum anderen wurden die
Primer fur die PCR so gewéhlt, dass ein 145 bp langer Genabschnitt amplifiziert
wurde, was die Analyse auch bei stark fragmentierter DNA mdglich machte. Die
Bindungsstelle des Reverse-Primers lag dabei im Bereich der beschriebenen

Deletionen[50,51], wodurch die mutierte DNA nicht amplifiziert worden ware.
4.1.3RFLP-Analyse als SRSF2-Mutationsnachweis

In dieser Studie wurde zusatzlich zur bidirektionalen Sanger-Sequenzierung
noch ein Mutationsnachweis mittels RFLP-Analyse etabliert[1]. Die RFLP-
Analyse detektierte zuverlassig die drei haufigsten Mutationen p.P95H, p.P95L
und p.P95R, insgesamt also 15 der 16 Mutationen (94%)[1]. Lediglich der
einzelne Fall mit der p.P95A-Mutation konnte nicht detektiert werden[1].
Angewandt auf bisher publizierte groRere Kohorten hatte die RFLP-Analyse
theoretisch auch 92%][50,69], 91%[51] oder 100%][43] der dort insgesamt

identifizierten Mutationen erkannt.
4.1.4Die Rolle von SRSF2-Mutationen bei der Pathogenese der CMML

Die Rolle von Mutationen im SRSF2-Gen bei der Pathogenese der CMML ist
aktuell Gegenstand der Forschung. In der vorliegenden Studie konnten von funf
Patienten zusatzlich Follow-up-Biopsien auf SRSF2-Mutationen untersucht
werden[1]. Bei keinem der Patienten @nderte sich der SRSF2-Mutationsstatus
im Krankheitsverlauf, was vermuten lasst, dass SRSF2-Mutationen ein eher
frihes Ereignis in der Krankheitsentstehung darstellen[1]. Dies deckt sich mit
bereits fur MDS verdffentlichten Daten[54]. Aktuelle Ubersichtsarbeiten fur die
CMML gehen davon aus, dass SRSF2-Mutationen zusammen mit anderen
Mutationen die klonale Dominanz der hamatopoetischen Stammzellen
induzieren und eine myelomonozytare Hyperplasie bewirken. Durch weitere
erworbene Mutationen wie zum Beispiel RUNX1, NRAS oder KRAS kadme es

dann zur abnormen Proliferation der Tumorzellen[29,56].
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4.1.5 SRSF2-Mutationsfrequenz in den Kontrollgruppen

In der MPN-Kontrollgruppe wurden Mutationen im SRSF2-Gen bei 4 der 20
Patienten (20%) identifiziert[1]. Verglichen mit bisher veroffentlichen Daten tber
SRSF2-Mutationen bei myeloproliferativen Neoplasien (Yoshida et al: 1,9%][43])
zeigte sich insgesamt demnach eine deutlich héhere Mutationsfrequenz. Alle
vier Falle mit Mutationen waren PMF-Falle[1], bei den untersuchten Fallen mit
PV, ET, CML oder unklassifizierten MPN wurden keine Mutationen im SRSF2-
Gen entdeckt. Bei der PV und der ET spielen SRSF2-Mutationen in aktuellen
Ubersichtsarbeiten eine untergeordnete Rolle[70]. Im Gegensatz dazu scheinen
SRSF2-Mutationen bei der PMF haufiger vorzukommen, eine vorangegangene
Studie zeigte eine SRSF2-Mutationsfrequenz von 17% bei der PMF[71].

Zwei der SRSF2-positiven PMF-Falle hatten durch eine periphere Monozytose
auch die Diagnosekriterien fur die CMML erfllltf1l]. Die Tatsache, dass
Patienten mit einer PMF eine Monozytose entwickeln kdnnen, wurde bereits in
einer vorangegangenen Studie beschrieben[32]. Daher wurden funf Falle aus
dieser Studie ebenfalls auf SRSF2-Mutationen untersucht und bei zwei dieser
Falle eine Mutation identifiziert (40%)[1]. Somit zeigte sich in dieser Studie ein
auffallig haufiges Auftreten von SRSF2-Mutationen bei PMF-Fallen mit
Monozytose[l]. Ein moglicher Einfluss der SRSF2-Mutationen auf die
Entwicklung einer Monozytose bei dieser Erkrankung wurde in bisherigen
Studien nicht beschrieben[71,72], weitere Studien mit grél3eren Patientenzahlen

sollten diese Fragestellung weiter untersuchen[1].

In der MDS-Kontrollgruppe wurde eine Mutation bei einem der 22 Patienten
(4,5%) identifiziert[1]. Damit lag die Mutationsfrequenz etwas niedriger, als in
vorangegangenen Studien. Diese beschrieben SRSF2-Mutationen von etwa 10-
15% bei MDS-Patienten[43,53,54,73,74]. Insgesamt bestatigt dies aber, dass
SRSF2-Mutationen bei MDS mit geringerer Haufigkeit als bei der CMML

vorkommen.
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4.2 SRSF2-Mutationsstatus

4.2.1Korrelation des SRSF2-Mutationsstatus mit klinischen Parametern und
Zytogenetik

In einer vorangegangenen Studie mit 275 Patienten hatten sich Assoziationen
von Mutationen im SRSF2-Gen mit einem hdheren Patientenalter und hoheren
Hamoglobinwerten gezeigt[50]. Eine weitere kleinere Studie zeigte ebenfalls
Assoziationen mit einem hdheren Patientenalter[75]. In dieser Studie, wie auch
in anderen vorangegangenen Studien[51], konnten hingegen keine
Assoziationen bezlglich Alter, Geschlecht, Blutbild und dem WHO-Subtyp
gezeigt werden[l]. Der Grund dafir ist vermutlich die geringe Anzahl an
untersuchten Patienten in dieser Studie, der Einfluss von SRSF2-Mutationen

auf diese Parameter scheint aber nicht abschliel3end geklart.

Zytogenetische Veranderungen kommen bei 20-40% der Patienten mit CMML
vor[14] und scheinen zum Teil auch ein unabhangiger Risikofaktor fir eine
schlechtere Prognose zu sein[24,41,76]. In dieser Studie waren Daten zu
zytogenetischen Veranderungen bei 23 der 36 CMML-Patienten vorhanden,
sieben davon zeigten zytogenetische Aberrationen[l]. Die statistische
Auswertung zeigte eine signifikante Korrelation von Mutationen im SRSF2-Gen
mit einem diploiden Karyotyp[1]. Dies bestétigte trotz der kleinen Studiengruppe
die bis hierher publizierte Ergebnisse [50,76] und zeigte dadurch, dass SRSF2-
Mutationen héaufiger bei Patienten mit normalen Karyotyp vorzukommen
scheinen. Dies lasst die Vermutung =zu, dass SRSF2-Mutationen
maoglicherweise vor zytogenetischen Veranderungen schitzen konnten.
Aufgrund der Tatsache, dass bestimmte zytogenetische Aberrationen einen
negativen Einfluss auf die Prognose zu haben scheinen[24,41,76], kann auch
daher ein maoglicher positiver prognostischer Einfluss von SRSF2-Mutationen

diskutiert werden
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4.2.2 Korrelation des SRSF2-Mutationsstatus mit der

Knochenmarksmorphologie

Ein weiteres Ziel dieser Studie war die Untersuchung, ob das Vorhandensein
von SRSF2-Mutationen einen Einfluss auf die histopathologische Morphologie
des Knochenmarks hat[1]. Die Untersuchung der Mutation in formalinfixierten,
in Paraffin eingebetteten Knochenmarksbiopsien erlaubte eine direkte
Korrelation von Knochenmarksmorphologie und Genotyp. Es zeigten sich keine
Assoziationen des SRSF2-Mutationsstatus mit histologischen Veranderungen
des Knochenmarks[1]. Aufgrund der kleinen Patientenzahlen sollte diese
Fragestellung in Studien mit groReren Kohorten weiter untersucht werden. Folgt
man allerdings der Vermutung, dass SRSF2-Mutationen ein friihes Ereignis in
der Entstehung der Neoplasie darstellen und die Morphologie der Erkrankung
eher durch sekundare Mutationen bestimmt wird[29], ware es auch mdglich,
dass SRSF2-Mutationen keinen direkten Einfluss auf die Morphologie des

Knochenmarks haben.
4.2.3Korrelation des SRSF2-Mutationsstatus mit der Uberlebensrate

Bei chronisch verlaufenden Erkrankungen wie der CMML, aber auch bei
anderen chronisch myeloischen Neoplasien wie MDS oder MPN, ist die
Therapieentscheidung stark von der Prognose der Patienten abh&ngig.
Aggressive Therapieschemata werden in der Regel nur gewéhlt, wenn eine
schlechte Prognose zu erwarten ist[6]. Daher ist die Entwicklung von
Prognosescores sowie die Untersuchung von Risikofaktoren Gegenstand vieler
Forschungsarbeiten. Aufgrund der hohen Rate an SRSF2-Mutationen bei der
CMML ist daher auch zu klaren, inwiefern die Mutationen Einfluss auf die
Prognose der Patienten nehmen.

Der mittlere Uberlebenzeitraum aller Patienten in dieser Studie lag bei 890
Tagen und damit im Bereich der von Meggendorfer el al. publizierten
Kohorte[1]. Es zeigte sich kein signifikanter Einfluss von SRSF2-Mutationen auf
die Uberlebensrate oder die Rate an Transformationen in eine sekundare
AML[1]. Die Ergebnisse vorangegangener Studien dazu sind uneinheitlich. Eine

grof3e Studie von Itzykson et al. hatte einen negativen Einfluss von SRSF2-
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Mutationen auf die Uberlebensrate bei der CMML gezeigt[25], ebenso wurde
ein negativer Einfluss bei jungeren Patienten beobachtet[77]. Dahingegen
ergab sich in zwei weiteren Studien mit groRen Kohorten kein Einfluss von
SRSF2-Mutationen auf die Prognose[50,51]. In Zusammenschau bleibt die
Frage somit ungeklart, inwiefern SRSF2-Mutationen als Risikofaktor bei der
CMML gewertet werden kdnnen.

Im Gegensatz dazu scheint die Rolle bei anderen myeloischen Neoplasien
eindeutig. Bei MDS sowie bei der PMF zeigten mehrere unabhangige Studien
einen negativen Einfluss auf die Uberlebensrate sowie die Transformationsrate
in eine AML[53-55,71]. Auch bei sekundarer AML, entwickelt aus MPN, wurde
eine erhbhte Rate an SRSF2-Mutationen entdeckt[78].

Computeranalysen zeigten, dass Mutationen im Kodon 95 einen Einfluss auf
die Proteinstruktur und dadurch auf die Proteinfunktion haben kdnnten[50,79].
Aus Studien mit Tiermodellen ergab sich, dass SRSF2 zusatzlich zu den
Funktionen beim Spleilen und alternativen Spleiien auch eine wichtige
Funktion zur Erhaltung der genomischen Stabilitdt zu haben scheint[80,81]. In
der Studie von Yoshida et al. waren SRSF2-Mutationen mit mehr zusatzlichen
Mutationen assoziiert, als andere SpleiRgene[43]. Die Tatsache, dass ein
Verlust der SRSF2-Funktion den Erwerb weiterer Mutationen wahrscheinlicher
machen konnte, ware ein mdglicher Ansatz zur Erklarung, warum SRSF2-
Mutationen einen negativen Einfluss auf die Uberlebensraten haben
kénnten[51]. Dennoch bliebe aber unklar, warum dies nur bei MDS und MPN
der Fall ware, nicht aber bei der CMML.

4.3 Diagnostischer Nutzen der SRSF2-Mutationsanalyse

4.3.1Klinische und histologische Klassifikation

Ein Hauptziel der Studie war die Untersuchung der Fragestellung, inwiefern der
Nachweis von SRSF2-Mutationen bei der Diagnosestellung der CMML hilfreich
sein kann[l]. Die Diagnose CMML ist schwierig zu stellen und nur in
Zusammenschau von Kiinik, Blutuntersuchungen, Histologie, Zytogenetik und
Molekularpathologie  mdglich[18]. Mit Ausnahme der persistierenden

Monozytose gibt es kein krankheitsdefinierendes, positives
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Diagnosekriterium[1,14]. Insbesondere das Fehlen einer krankheitsspezifischen
Knochenmarksmorphologie sowie das Fehlen beweisender molekularer Marker
erschweren die Diagnosefindung oftmals[16]. Im Laufe der klinischen und
histologischen Klassifikation mussten mehrere Patienten ausgeschlossen
werden, weil die Diagnose CMML nicht mit Sicherheit gestellt werden konnte.
Ebenso mussten mehrere Patienten anderen Krankheitsgruppen zugeordnet
werden, als ihre urspriingliche klinische oder pathologische Diagnose hatte
vermuten lassen[1]. Die Knochenmarksmorphologie der CMML-Patienten zeigte
grofdtenteils ein einheitliches Bild mit einer deutlichen Hyperzellularitat,
variablen Dysplasiezeichen sowie einer vermehrten Anzahl an CD14-positiven
Zellen[1]. Dennoch ist diese Morphologie nicht beweisend fur eine CMML, da
auch die gangigen Differentialdiagnosen diese Morphologie zeigen kénnen und
es kein pathognomonisches Zeichen fur die CMML gibt[16]. Zudem kann die
Diagnose nicht allein anhand der Knochenmarksmorphologie gestellt werden,
das Diagnosekriterium der persistierenden Monozytose bezieht sich auf das
periphere Blut. Fehlt die periphere Monozytose, kann selbst bei vermehrten und
atypischen Monozyten im Knochenmark die Diagnose nicht gestellt werden. In
Fallen mit ausgepragter Dysplasie kann diese auch zu peripheren Zytopenien
fuhren, wodurch dieses Diagnosekriterium gegebenenfalls nicht erfillt wird[18].
Andererseits kann beispielsweise eine andauernde reaktive Monozytose durch
Dysplasiezeichen im Knochenmark falschlicherweise zur Diagnose CMML
leiten[18]. Diese Tatsachen verdeutlichen, dass die Suche nach weiteren
diagnostischen Markern bei der CMML einen grof3en Stellenwert haben sollte.
Mit Hilfe von Next-Generation Sequencing kdonnen in Zukunft grof3e Kohorten

auf eine grof3e Anzahl an weiteren Genen untersucht werden[1].
4.3.2 SRSF2-Mutationsnachweis in der CMML-Diagnostik

In den letzten Jahren konnten Mutationen in Genen, die wichtig fur den
Spleilvorgang sind, als neue Mechanismen bei der Entstehung
hamatologischer Neoplasien identifiziert werden[43]. Sowohl zum Verstandnis
der Pathogenese, als auch =zur Diagnostik, Prognoseabschatzung und

maoglicherweise Therapie dieser Erkrankungen stellen diese Entdeckungen
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einen wichtigen Meilenstein dar[1]. Eines dieser Gene ist SRSF2, welches
zusammen mit TET2 und ASXL1 zu den am haufigsten bei der CMML mutierten
Genen gehort[1]. In dieser Studie sollte der Nutzen der SRSF2-
Mutationsanalyse in der Diagnostik der CMML untersucht werden[1].

Diese wie auch vorangegangene Studien zeigten, dass bei etwa der Halfte der
CMML-Patienten Mutationen in SRSF2 nachweisbar sind. Somit kann durch die
SRSF2-Mutationsanalyse mit einer Sensitivitat von etwa 50% allein eine CMML
weder bewiesen noch ausgeschlossen werden. Durch die Tatsache, dass
SRSF2-Mutationen bei gangigen Differentialdiagnosen, wenn auch mit
geringerer Haufigkeit, gefunden werden, kann ein positiver SRSF2-
Mutationsstatus diese Differentialdiagnosen somit nicht ausschlieRen.
Verglichen mit den gangigen Differentialdiagnosen MDS und MPN ergab sich in
dieser Studie eine Spezifitat von lediglich 88,1%/1].

Dennoch kann die SRSF2-Mutationsanalyse, vor allem in bestimmten
Konstellationen, eine entscheidende Hilfe bei Diagnosestellung oder -
ausschluss einer CMML sein. Eine periphere Monozytose, das wichtigste
Diagnosekriterium fur die CMML, kann auch zahlreiche nicht-neoplastische
Ursachen haben[16]. Keine der in dieser Studie untersuchten reaktiv
veranderten Knochenmarksbiopsien zeigte jedoch SRSF2-Mutationen[1]. Fur
Falle mit anhaltender peripherer Monozytose, bei denen im Knochenmark nur
wenige oder keine Dysplasiezeichen sichtbar sind, kann ein positiver SRSF2-
Mutationsstatus auf eine neoplastische Ursache hindeuten[l]. Eine weitere
gangige Methode zur Klarung der Frage einer neoplastischen Ursache, ist auch
die Untersuchung auf zytogenetische Aberrationen. Bei der CMML kommen
derartige Veranderungen lediglich in 20-40% der Falle vor[14]. Die Tatsache,
dass SRSF2-Mutationen signifikant haufiger in der Untergruppe mit normalen
Karyotyp vorkamen, macht die SRSF2-Mutationsanalyse in dieser Untergruppe
besonders hilfreich[1].

Geht es um die Differentialdiagnose CMML vs. MDS, kann die SRSF2-
Mutationsanalyse ebenfalls Hinweise geben. Bei verschiedenen MDS scheint
die SRSF2-Mutationsfrequenz deutlich niedriger zu liegen als bei der
CMML[73], wodurch ein positiver SRSF2-Mutationsstatus eine CMML
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wahrscheinlicher macht[82]. Auch in Fallen, in denen eine ET aufgrund von
Klinik, Blutbild und Knochenmarksmorphologie nicht eindeutig abgegrenzt
werden kann, kann die SRSF2-Mutationsanalyse diagnostisch hilfreich sein, da
das Auftreten von SRSF2-Mutationen bei der ET aktuell nicht beschrieben
wird[70,83]. Bei der CNL, einer seltenen Erkrankung aus der Gruppe der BCR-
ABL-negativen myeloproliferativen Neoplasien, die durch eine periphere
Neutrophilie und eine Hyperplasie der granulozytaren Vorlauferzellen im
Knochenmark charakterisiert ist[84,85], wurden SRSF2-Mutationen bei 21% der
Patienten identifiziert[86]. Daher beschrieben Meggendorfer et al, dass SRSF2-
Mutationen auch bei der Differentialdiagnose CMML vs. CNL Hinweise geben
kénnen[86].

Weniger nitzlich scheint die SRSF2-Mutationsanalyse hingegen bei der
Differentialdiagnose CMML vs. aCML zu sein, da auch bei 40% der aCML-
Patienten SRSF2-Mutationen  beobachtet wurden[86]. Ebenso von
eingeschrédnktem Nutzen ist die SRSF2-Mutationsanalyse bei der
Differentialdiagnose prafibrotische PMF (vgl. 4.3.4)[1].

4.3.3Nutzen der RFLP-Analyse in der Diagnostik

Vorangegangene Studien mit groRen Patientenkohorten verwendeten die
bidirektionale Sanger-Sequenzierung zur SRSF2-Mutationsanalyse bei der
CMML[25,50,51]. Diese Methode ist eher zeitaufwandig und kostenintensiv und
daher nicht uneingeschréankt fir die Routinediagnostik geeignet. Diese
Problematik war auch von zwei anderen aktuellen Studien erkannt worden, die
eine Schmelzpunktanalyse zur SRSF2-Mutationsdiagnostik bei MDS entwickeln
konnten[87,88].

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie war ebenfalls die Entwicklung einer
schnellen und kostengiinstigen Methode zur SRSF2-Mutationsanalyse. Fur
diagnostische Zwecke ist es in aller Regel ausreichend zu wissen, ob eine
Mutation vorliegt oder ob es sich um Wildtyp-DNA handelt. Mit der RFLP-
Analyse konnte ein Grol3teil der Mutationen zuverlassig detektiert werden (vgl.
4.1.3)[1]. Daher eignet sich diese schnelle und kostengunstige Methode sowohl

als Screening-Methode in der Diagnostik als auch zur Analyse von grof3en
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Probenzahlen zu Forschungszwecken[l]. Proben, die die fur die Mutationen
charakteristische Bande zeigen, konnen mittels Sanger-Sequenzierung im

Anschluss genauer untersucht werden.
4.3.4 Grenzfalle zwischen der CMML und der préfibrotischen PMF

Interessanterweise wurden in dieser Studie einige Uberlappungen zwischen der
CMML und der PMF in ihrer prafibrotischen Phase beobachtet[1]. Insbesondere
die Tatsache, dass auch Patienten mit einer PMF eine Monozytose entwickeln
konnen[32], macht die Differentialdiagnose unter Umstanden schwierig[1]. In
dieser Studie fiel eine hohe Rate an SRSF2-Mutationen bei PMF-Fallen mit
Monozytose auf[l]. Sowohl die beiden reklassifizierten PMF-Falle mit
Monozytose als auch zwei aus funf Fallen aus der Studie von Boiocchi et al.[32]
waren SRSF2-positiv[1]. Diese Falle stellen Grenzfalle zwischen den beiden
Erkrankungen dar[1]. Einerseits lasst diese Beobachtung die Vermutung zu,
dass SRSF2-Mutationen pathogenetisch an der Entwicklung der Monozytose
und einer CMML-ahnlichen Knochenmarksmorphologie[32] bei der PMF
beteiligt sein konnten[1]. Andererseits ist die SRSF2-Mutationsanalyse dadurch
aber wenig hilfreich bei der schwierigen Differentialdiagnose zwischen diesen
beiden Erkrankungen. Grenzfalle zwischen der CMML und der prafibrotischen
PMF sollten in weiteren Studien mit groReren Patientengruppen untersucht
werden[1]. Dahingegen kann die SRSF2-Mutationsanalyse gegebenenfalls
dabei behilflich sein, eine prafibrotische PMF von einer ET abzugrenzen[1]. Die
Mutationen treten bereits friih im Krankheitsverlauf der préfibrotischen PMF

auf[1], bei der ET scheinen sie dahingegen nicht vorzukommen[83].
4.4 JAK2- Mutationsanalyse

4.4.1 JAK2-Mutationsfrequenz in der Studiengruppe

Die Entdeckung der aktivierenden JAK2-V617F-Mutation bei den
myeloproliferativen Neoplasien PV, ET und PMF lieferte fur diese Erkrankungen
eine hilfreiche diagnostischen Methode und half entscheidend bei der
Erforschung der Pathogenese dieser Erkrankungen. Da vor allem die PMF in

ihrer zellularen Phase eine wichtige Differentialdiagnose zur CMML darstellt,
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wurde in der vorliegenden Studie auch bei allen Proben eine JAK2-
Mutationsanalyse durchgefuihrt[1]. Wie bereits in vorangegangenen Studien
beschrieben[61,67], lieferten in der vorliegenden Studie formalinfixierte, in
Paraffin eingebettete Knochenmarksbiopsien suffizientes Material zur JAK2-
Mutationsanalyse, lediglich bei einem Fall konnte die Analyse nicht
durchgefuihrt werden[1l]. Die Schmelzpunktanalyse identifizierte JAK2-
Mutationen bei 17% der CMML-Patienten[1]. Damit lag die Mutationsfrequenz
etwas hoher als in bisher veroffentlichen Studien. In drei Studien mit jeweils
Uber 250 Patienten wurden Frequenzen von 7-8%[25,50,89] beobachtet, zum
Teil wurden aber auch Raten von 2,5%[90], 10,2%[91] oder 13%][92]

beschrieben.

Vier der sechs Patienten hatten zusétzlich zur JAK2-Mutation auch eine
Mutation im SRSF2-Gen[l]. Insgesamt traten SRSF2-Mutationen haufiger in
der Untergruppe mit JAK2-Mutationen auf[l]. Dies passt zur bereits
beschriebenen Beobachtung, dass SRSF2-Mutationen haufig mit anderen
Mutationen kombiniert zu sein scheinen[43,50]. Interessanterweise wurde bei
einem Patienten die JAK2-Mutation erst in Verlaufsbiopsien gefunden, bei
Diagnosestellung war der JAK2-Mutationsstatus Wildtyp[1l]. Dies lasst
vermuten, dass die Mutation erst im Krankheitsverlauf erworben wurde[1]. Bei
diesem Patienten konnte auch eine SRSF2-Mutation identifiziert werden, diese
war bereits bei Diagnosestellung vorhanden[1l]. Auch wenn es sich nur um
einen Einzelfall handelt, konnte diese Konstellation die These stutzen, dass
SRSF2-Mutationen ein friihes Ereignis darstellen[29] und mdglicherweise den
Erwerb weiterer Mutationen begunstigen konnten[51]. Weitere Mutationen, wie
in diesem Fall die JAK2-Mutation, kdnnten dann den weiteren Phanotyp der
Erkrankung bestimmen[29]. Bei diesem Fall handelte es sich um einen
Patienten, der auch eine SM-AHNMD entwickelt hatte[1].

4.4.2Einfluss von JAK2-Mutationen auf den Krankheitstyp und die
Knochenmarksmorphologie

Die  JAK2-positiven =~ CMML-Falle  wiesen  durchschnittich  héhere
Leukozytenwerte auf als die negativen Falle[1]. Die vier Falle mit Mutationen in
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JAK2 und SRSF2 konnten alle dem myeloproliferativen Typ der CMML
zugeordnet werden[1l]. Die Tatsache, dass JAK2-Mutationen mit einem
myeloproliferativen Typ der Erkrankung assoziiert sein kdnnten, wurde bereits
in einer vorangegangenen Studie beschrieben[91]. Dadurch liegt die Vermutung
nahe, dass die aktivierende JAK2-Mutation die Tumorzellen auch bei CMML-
Patienten zur Proliferation anregt und sich dadurch ein myeloproliferativer

Phanotyp entwickelt.

Im Gegensatz zum klinischen Phanotyp konnten in dieser Studie keine
Assoziationen von JAK2-Mutationen mit der Knochenmarksmorphologie
beobachtet werden[l]. Da die JAK2-Mutation als charakteristisch fir die
myeloproliferativen Neoplasien gilt, hatte auch erwartet werden kdnnen, dass
JAK2-positive  CMML-Félle eine derartige = Knochenmarksmorphologie
aufweisen. Die JAK2-postiven Falle zeigten im Vergleich zu den JAK2-
negativen Fallen aber keine auffalligen Unterschiede[1]. Insbesondere wurden
keine vergro3erten Megakaryozyten mit hypersegmentierten Kernen oder ein
erhohter Grad an Fibrose beobachtet[1], wie es in der von Pich et al.
vertffentlichten Studie beschrieben wurde[91]. Der Grund hierflr kénnte zum
einen die geringe Anzahl an Proben sein. Zum anderen wurden in dieser Studie
zwei Falle, die eine derartige Morphologie zeigten und die Diagnosekriterien flr
die CMML erflllt hatten, als préfibrotische PMF klassifiziert (vgl. 3.1.2)[1].

4.4.3 JAK2-Mutationsanalyse in den Kontrollgruppen

Die aktivierende JAK2-Mutation ist charakteristisch flr die myeloproliferativen
Neoplasien, sie kommt bei so gut wie allen Fallen von PV und etwa der Halfte
der Félle von ET und PMF vor[4]. In dieser Studie wurde die Mutation in einer
heterogenen Gruppe von 20 MPN-Patienten untersucht und die Mutation bei
70% identifiziert. Bei den JAK2-negativen Fallen handelte es sich um zwei
PMF-Félle, eine CML sowie drei nicht weiter klassifizierte MPN. Somit liegen
die Ergebnisse der JAK2-Mutationsanalyse im erwarteten Rahmen.

In der MDS-Kontrollgruppe wurde die JAK2-Mutation bei einem Patienten

identifiziert (4,5%). Dies deckt sich mit Daten aus aktuellen Ubersichtsarbeiten
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und zeigt, dass die Mutation bei MDS, mit Ausnahme der RARS-T, selten

vorzukommen scheint[93].
4.5 Assoziierte systemische Mastozytose

4.5.1KIT-Mutationsanalyse

Bei drei CMML-Fallen wurde zusatzlich eine Mastozytose diagnostiziert[1].
Diese Kombination wird als Systemische Mastozytose mit assozierter klonaler
hamatologischer Nicht-Mastzellerkrankung bezeichnet (SM-AHNMD)[66]. Die
CMML stellt eine der haufigsten myeloischen Neoplasien dar, bei der diese
Kombination (SM-CMML) auftritt[1,94]. Vorangegangene Studien identifizierten
die KIT-D816V-Mutation bei einer hohen Anzahl an SM-AHNMD-Fallen[95], am
haufigsten bei SM-CMML-Féallen[96]. Interessanterweise wurde die KIT-
Mutation dabei sowohl in den Mastzellanteilen als auch den leuk&mischen
myelomonozytaren Zellen entdeckt, was darauf hindeutet, dass beide
Erkrankungsanteile aus derselben mutierten Vorlauferzelle entstehen[96,97].
Wie bereits beschrieben, konnte die Mutationsanalyse an DNA aus FFPE-
Knochenmarksbiopsien durchgefihrt werden[61,96]. Zwei der drei SM-CMML-
Falle trugen die KIT-Mutation, wodurch die Ergebnisse trotz der kleinen Fallzahl
mit vorangegangenen Studien vergleichbar waren und zeigten, dass die
Mutation mit hoher Frequenz bei dieser Erkrankungskombination vorzukommen
scheint[1,95,96]. KIT-Mutationen bei CMML-Fallen ohne assoziierte
Mastozytose scheinen sehr selten zu sein (4%[98]), weshalb diskutiert werden
kann, inwiefern KIT-Mutationsanalysen bei CMML-Patienten im Rahmen eines
Screenings auf eine mogliche assoziierte Mastozytose eingesetzt werden
konnten[98].

4.5.2 SRSF2- und JAK2-Mutationsanalyse der Mastozytose-Félle

Neuere Forschungsarbeiten zeigten, dass SRSF2-Mutationen in 24-36% bei
Fallen von Systemischer Mastozytose zu finden sind[99,100]. In diesen Studien
fiel auch insbesondere das haufige Vorhandensein von SRSF2-Mutationen bei
Fallen von SM-CMML auf[99,100], meist in Kombination mit KIT- und TET2-
Mutationen[100].
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Einer der drei SM-CMML-Falle dieser Studie zeigte zuséatzlich zur KIT-Mutation
auch eine SRSF2-Mutation[1]. Ahnlich wie bereits fir die CMML beschrieben,
scheinen SRSF2-Mutationen auch bei der SM-CMML ein eher frihes Ereignis
im Krankheitsverlauf zu sein, wohingegen KIT-Mutationen eher spater im
Prozess der Krankheitsentstehung erworben werden[98]. Da die KIT-Mutation
nur sehr selten bei CMML-Fallen ohne assoziierte systemische Mastozytose
vorzukommen scheint, liegt die Vermutung nahe, dass der Erwerb der KIT-
Mutation zur Ausbildung der Systemischen Mastozytose bei CMML-Patienten
fuhren kdonnte[98].

Die aktivierende JAK2-V617F-Mutation konnte bei zwei der drei SM-CMML-
Falle entdeckt werden, darunter auch der bereits beschriebene Fall, der die
JAK2-Mutation erst im Krankheitsverlauf erworben hatte[1]. Verglichen mit
vorangegangenen Studien, die eine Mutationsfrequenz von 4%[95] und
12,5%[99] bei der SM-AHNMD beschrieben, trat die JAK2-Mutation in dieser
kleinen Kohorte sehr haufig auf. Beide JAK2-positiven Félle waren auch KIT-
positiv[1].

Eine vorangegangene Studie mit SM-PMF-Fallen zeigte, dass die JAK2-
Mutation genau wie die KIT-Mutation in beiden Krankheitsanteilen vorhanden
zu sein scheint[61]. Bei der Erforschung der Pathogenese dieser Erkrankungen
iIst auch insbesondere der Fall mit im Krankheitsverlauf erworbener JAK2-
Mutation interessant. Mutationen in KIT und SRSF2 waren bereits bei
Diagnosestellung identifizierbar[1]. Mit Hilfe von Mikrodissektion sollten
ebensolche Félle in weiteren Studien genauer untersuchen werden, um zu
klaren, in welchen Zellpopulationen die Mutationen im Krankheitsverlauf
auftreten. Diskutiert werden sollte, ob in jedem Fall alle Tumorzellen auf eine
gemeinsame Vorlauferzelle zurickgehen, oder ob sich mdglicherweise aus
einem SRSF2-positiven Vorlaufer durch weitere Mutationen auch zwei
Subpopulationen entwickeln kdnnten, eine durch Erwerb der KIT-Mutation
verantwortlich fir die Auspragung einer Mastozytose und eine andere durch
Erwerb der JAK2-Mutation verantwortlich flr einen myeloproliferativen Typ der

Erkrankung.
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4.6 Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dass der Nachweis von SRSF-
Mutationen bei der CMML in EDTA-entkalkten, formalinfixierten und in Paraffin
eingebetteten  Knochenmarksbiopsien  zuverlassig  durchfihrbar ist[1].
Mutationen im SRSF2-Gen treten mit einer Mutationsfrequenz von knapp 50%
haufig bei der CMML auf[1]. Die beobachtete Mutationsfrequenz von 44% ist
vergleichbar mit vorangegangenen Studien mit gré3eren Patientenkohorten[1].
Auch die Verteilung der unterschiedlichen Punktmutationen deckt sich mit den
Ergebnissen friherer Studien[1l]. Aufgrund des Primerdesigns, das die
Amplifikation auch bei stark fragmentierter DNA moglich machte, konnten keine
der beschriebenen Insertionen oder Deletionen identifiziert werden.

Die Mutationen scheinen ein friihes Ereignis in der Pathogenese der CMML zu
sein und der Mutationsstatus scheint im Verlaufe der Erkrankung stabil zu
bleiben[1]. Es konnten keine Assoziationen des Mutationsstatus mit klinischen
Parametern oder der Knochenmarksmorphologie beobachtet werden[1].
Dahingegen konnte die Assoziation von SRSF2-Mutationen mit einem normalen
Karyotyp bestatigt werden[1]. Weiterhin unklar bleibt die Fragestellung,
inwiefern der SRSF2-Mutationsstatus als prognostischer Faktor bei der CMML
gewertet werden kann[1].

Im Vergleich zu gangigen Differentialdiagnosen, kommen SRSF2-Mutationen
bei der CMML haufiger vor. Dadurch kann die SRSF2-Mutationsanalyse
wichtige Hinweise in der Differentialdiagnostik dieser Erkrankungen liefern[1].
Insbesondere bei Fallen mit minimaler Dysplasie und fehlenden
zytogenetischen Aberrationen kann ein positiver SRSF2-Mutationsstatus eine
neoplastische Ursache aufdecken[l]. Die RFLP-Analyse identifizierte einen
Grol3teil der bekannten SRSF2-Mutationen[1]. Damit kann sie als effiziente und
kostengunstige Screening-Methode routineméaf3ig in der Diagnostik eingesetzt
werden und erlaubt aul3erdem die Analyse grofRer Patientenkohorten zu
Forschungszwecken[1].

Die JAK2-Mutationsanalyse identifizierte die Mutation bei 17% der Patienten mit
CMML und ist daher nur von eingeschranktem Nutzen bei der

Differentialdiagnose CMML vs. MPN[1]. Insbesondere konnten einige
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Grenzfélle zwischen der CMML und der prafibrotischen PMF beobachtet
werden[1]. Es wurde eine hohe Rate an SRSF2-Mutationen bei PMF-Patienten
beobachtet, die auch eine Monozytose entwickelt hatten[1]. Inwiefern
Mutationen im SRSF2-Gen zu der Entwicklung einer Monozytose bei dieser
Erkrankung beitragen, sollte Gegenstand weiterer Studien sein[1].
KIT-Mutationen treten haufig bei Systemischer Mastozytose mit assoziierter
klonaler hdmatologischer Nicht-Mastzellerkrankung auf, die Kombination mit
einer CMML scheint die haufigste zu sein[1]. KIT-Mutationen treten zusammen
mit SRSF2- und JAK2-Mutationen auf und bieten eine gute Mdoglichkeit zur
weiteren Erforschung der Pathogenese dieser Erkrankung[1].

Detaillierte klinische, morphologische und molekulare Analysen mit grofRen
Patientenkohorten sind zukinftig notwendig, um die Rolle von SRSF2-
Mutationen in der Diagnostik und Pathogenese der CMML weiter
aufzuklaren[1].
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5. Zusammenfassung

Die CMML ist eine klonale und maligne Erkrankung der Hamotopoese. Sie zeigt
sowohl Eigenschaften der myeloproliferativen als auch myelodysplastischen
Erkrankungen zeigt und wird demnach in der WHO-Klassifikation den
myelodysplastisch/myeloproliferativen  Erkrankungen  zugeordnet[2]. Die
Diagnose wird anhand verschiedener Klinischer, laborchemischer,
morphologischer und genetischer Kriterien gestellt, darunter beispielsweise eine
persistierende Monozytose im peripheren Blutbild[1]. Aufgrund vieler
Uberlappender Eigenschaften ist eine Abgrenzung gangigen
Differenzialdiagnosen wie MDS oder der PMF oft schwierig[1]. In Studien wurde
bei der CMML eine Mutationsfrequenz von 40-50% im SRSF2-Gen
beobachtet[1]. Das Ziel dieser Studie war die Etablierung einer Methode zur
SRSF2-Mutationsanalyse an formalinfixierten, EDTA-entkalkten
Knochenmarksbiopsien, die Korrelation der genetischen Ergebnisse mit
klinischen und morphologischen Parametern sowie die Uberpriifung, inwieweit
eine SRSF2-Mutationsanalyse fiur die Diagnostik der CMML hilfreich sein
kann[1].

36 Knochenmarksbiopsien von Patienten mit gesicherter CMML wurden auf die
Mutation untersucht, dazu in Kontrollgruppen 20 Biopsien von MPN-Patienten,
22 von MDS-Patienten und 10 Biopsien mit normalen, bzw. reaktiv verdndertem
Knochenmark[1l]. Zur DNA-Extraktion wurde mit Xylol und Ethanol
entparaffiniert, mit Protease verdaut und mit Phenol-Chloroform aufgereinigt[1].
Ein Fragment von 145 bp, welches den Mutationshotspot im Kodon P95 in Exon
1 des SRSF2-Gens enthalt, wurde mittels PCR amplifiziert und anschliel3end
eine Mutationsanalyse  durch bidirektionale =~ Sanger-Sequenzierung
durchgefihrt[1]. Zusatzlich wurde durch enzymatischen Verdau mit BsaJl und
anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese eine RFLP-Analyse als weitere
Methode zur SRSF2-Mutationsanalyse etabliert[1]. Erganzend wurde bei allen
Proben eine JAK2-Mutationsanalyse durch Allel-spezifische PCR mit

anschlieBender Schmelzpunktanalyse durchgefuhrt[1].
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Bei 16 der 36 CMML-Patienten (44%) wurde eine Mutation im SRSF2-Gen
identifiziert[1]. In den Kontrollgruppen wurde eine Mutation bei vier MPN-Féllen
(20%), bei einem MDS-Fall (4,5%) und bei keinem der normalen oder reaktiv
veranderten Knochenmarksbiopsien beobachtet[1]. Die RFLP-Analyse
identifizierte alle Mutationen mit Ausnahme einer einzigen p.P95A-Mutation[1].
Bei der CMML wurden keine Korrelationen des SRSF2-Mutationsstatus mit
klinischen  Parametern, der  Knochenmarksmorphologie oder den
Uberlebensraten beobachtet[1]. Das Vorhandensein von SRSF2-Mutationen
war mit einem normalen Karyotyp assoziiert[1]. Die JAK2-Mutation wurde bei
funf von 35 CMML-Fallen (17%) identifiziert[1]. Bei drei der 36 Patienten war die
CMML mit einer systemischen Mastozytose assoziiert (SM-AHNMD)[1].

Die SRSF2-Mutationsanalyse konnte zuverlassig an formalinfixierten, EDTA-
entkalkten Knochenmarksbiopsien durchgefuhrt werden[l]. Die in der
vorliegenden Studie beobachtete Mutationsfrequenz von 44% bei der CMML
lag im Bereich vorausgegangener Studienergebnisse[25,50]. Somit stellt
SRSF2 eines der am haufigsten bei der CMML mutierten Gene dar[1,16,50].
Insbesondere in Fallen mit geringgradiger Dysplasie und normalem Karyotyp
kann die SRFS2-Mutationsanalyse hilfreich fur die Diagnosestellung bei der
CMML sein[l]. Die RFLP-Analyse konnte einen Grof3teil der Mutationen
zuverlassig detektieren und kann somit als effiziente und kostengunstige
Screening-Methode in der Diagnostik eingesetzt werden[l]. Bei Fallen
prafibrotischer PMF mit Monozytose konnte ebenfalls eine hohe SRSF2-
Mutationsfrequenz beobachtet werden[1]. Die pathogenetische Rolle sowie die
prognostische Bedeutung von SRSF2-Mutationen bei myeloischen Neoplasien
ist nicht abschlieRend geklart und sollte Gegenstand zukunftiger Studien

sein[1].
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