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LABORINFORMATION: Somatische Mutationen bei myeloischen Neoplasien

Neben strukturellen oder numerischen Verdnderungen an Chromosomen kennt man heute zahlreiche somatische Gen-
Mutationen bei hdmatologischen Neoplasien. Ein Mutationsscreening in relevanten Teilen von Genen, die gemaB Literatur bei
myeloischen Neoplasien (AML, CMML, MDS, MPN) Mutationen zeigen kdénnen, kann in Ergdnzung zu (molekular-)
zytogenetischen und hdmatologischen Untersuchungen aus einer Probe EDTA- | Heparin-Knochenmark oder Blut erfolgen.
Obwohl meist nicht pathognomonisch fiir eine bestimmte Entitat, entspricht nahezu jeder mutationspositive Befund am ehesten
einem klonalen Geschehen, das nicht mehr mit reaktiven oder toxischen Einflissen zu erklaren ist und entscheidungs- und/oder
therapierelevant sein kann. Somit ist der diagnostische Nutzen eines ergdnzenden Mutationsscreenings gerade dann gegeben,
wenn andere diagnostische Verfahren noch ohne klares Ergebnis sind.

Gen-Panels oder Screening Stategien
Gen  |OMIM Genname OMIM | Chr. M‘nglk:;b AML | MDS | CMML | MPN
ASXL1  |ADDITIONAL SEX COMBS-LIKE 1 612990 | 20911.21 xD XP XP XP xD
CAS-BR-M MURINE ECOTROPIC RETROVIRAL
caL TRANSFORMING SEQUENCE HOMOLOG 165360 | Ma23.3 | xD xD xD xD xD
CEBPA  [CCAAT/ENHANCER-BINDING PROTEIN, ALPHA 116897 | 19q13.11 xD XP xD xD
DNMT3A [DNA METHYLTRANSFERASE 3A 602769 | 2p233 xD XP XP xD
ETV6 ETS VARIANT GENE 6 600618 | 12p132 xD xD XP xD
EZH2 ENHANCER OF ZESTE, DROSOPHILA, HOMOLOG 2 601573 | 7936.1 xD xD XP X,P (X),P
FLT3 FMS-RELATED TYROSINE KINASE 3 136351 | 13q12.2 xD XP xD xD
IDH1 ISOCITRATE DEHYDROGENASE 1 147770 2934 xD XP xD xD xD
IDH2 ISOCITRATE DEHYDROGENASE 2 147650 | 15026.1 xD XP xD xD xD
JAK2 JANUS KINASE 2 147796 | 9p24.1 xD xD xD XD XD
V-KIT HARDY-ZUCKERMAN 4 FELINE SARCOMA VIRAL
KT ONCOGENE HOMOLOG 164920 | 4q12 xD XP xD xD (X).0
V-KI-RAS2 KIRSTEN RAT SARCOMA VIRAL ONCOGENE
KRAS HOMOLOG 190070 | 12p12.1 xD xD xD XP
:‘:-IE'[;; MYELOID/LYMPHOID OR MIXED LINEAGE LEUKEMIA GENE | 159555 | 11233 xD XP xD xD
MPL MYELOPROLIFERATIVE LEUKEMIA VIRUS ONCOGENE 159530 | 1p34.2 xD xD xD xD (X),D
NPM1 NUCLEOPHOSMIN/NUCLEOPLASMIN FAMILY, MEMBER 1 164040 | 5¢35.1 xD X xD xD
NRAS NEUROBLASTOMA RAS VIRAL ONCOGENE HOMOLOG 164790 | 1p132 xD x).P xD X,P
PTPN11  [PROTEIN-TYROSINE PHOSPHATASE, NONRECEPTOR-TYPE, 11| 176876 |12924.13 xD xD xD xD xD
P: (je nach Entitdt)
RUNX1  [RUNT-RELATED TRANSCRIPTION FACTOR 1 151385 |21922.12 xD XP XP xD diagnose- und
prognoserelevant
SF3B1  |SPLICING FACTOR 3B, SUBUNIT 1 605590 | 2933.1 xD xD XP XD xD
D: ggf. (differential-)
H2B ADAPTOR PROTEIN 605093 | 12024.12 D D D D ! ; ;
SH2B3 15 OR PROTEIN 3 et B x X X X xp diagnostisch relevant
SRSF2  [SPLICING FACTOR, SERINE/ARGININE-RICH, 2 600813 | 17025.1 xD xD XD XD xD o )
X: Héufig mutiert oder
TET2 TET ONCOGENE FAMILY, MEMBER 2 612839 | 4924 xD X)P X.D,(P?) XD X),P relevanter Marker x:
seltener mutiert oder
TP53 TUMOR PROTEIN p53 191170 | 17p13.1 xD xD XP xP xP weniger relevanter
Marker ergénzend
U2AF1 U2 SMALL NUCLEAR RNA AUXILIARY FACTOR 1 191317 | 219223 xD xD XP XD xD méglich, falls DD
unklar
WT1 WT1 GENE 607102 11p13 xD x,D x,D x,D x,D
ZINC FINGER-, CCCH DOMAIN-, AND RNA-BINDING MOTIF-
ZRSR2 | CONTAINING SERINE/ARGININE-RICH PROTEIN 2 300028 | Xp22.2 xD xD XD xD *D




AML

Die Entdeckung somatischer Mutationen wie FLT3 (1996) und NPM1 (2005) ging bei AML den neueren Entdeckungen beim
Myelodysplastischen Syndrom (MDS) um ca. eine Dekade voraus. Wie seit langem bekannt, tbersteigt fiir AML mit unauffalligem
Karyotyp (AMLyc) der zu erwartende Nutzen einer Transplantation die Vorteile der Chemotherapie nur bei Patienten, die eine
interne Tandemduplikation des Gens FLT3 aufweisen. Mutationen des Nukleophosmingens NPM1 gelten hingegen als
prognostisch giinstig, insbesondere bei der AML,.. Andere bei AML haufig aufzufindende und prognostisch wichtige Mutationen
betreffen CEBPA, RUNX1, partielle Tandemduplikationen (PTD) von MLL oder, - bei den sog. ,core binding factor" Leukdmien -
auch KIT. Bei AMLyc und Vorliegen einer Mutation in TET2 wird die glnstige Prognose der CEBPA mutierten oder NPM1+/FLT3-
(gemaB ELN beide ,Niedriges Risiko", siche Kasten) auf ,intermediate |" verschlechtert.”'0'2

Patienten mit zytogenetischem
Befund  entsprechend  ,inter-
mediate risk" lassen sich nach
Mutationsanalyse von TET2, NPM1,
FLT3 und CEBPA in 4 Prognose-
gruppen einteilen.”” Prognostisch
ungiinstige Mutationen der DNA
Methyltransferase DNMT3A finden
sich bei 22% der de novo AML mit
intermedidrem Karyotyp."” Aktuell
werden neue Therapien evaluiert
(FLT3-Inhibition  bei  AMLFLT3+,
ATRA bei AMLNPM1+, Gemtu-
zumab  Ozogamicin  bei ,Core
binding Faktor" pos. AML).

Bei  19.8%  (n=247)18  der
SAML/MDS (,myelodysplasia
related changes"-AML) oder tAML
findet sich mindestens eine TET2
Mutation (dann nicht

Tabelle 1: Risikoeinteilung gemal3 European LeukemiaNet prognoserelevant; 05 und CR).”
Empfehlungen (*Drei oder mehr chromosomale Verdnderungen  Hingegen kann der NPM1 Status in
in Abwesenheit einer in der WHO Klassifikation genannten eine Risikostratifizierung der sAML
rekurrenten genetischen Verdnderungen [t(15,17), t(8;21), inv(16) einflieBen.

oder t(16;16), t(9,;11), t(v;11)(v,q23), t(6;9), inv(3) oder t(3;3)]).

Niedriges Risiko
- 1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
> inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
» normaler Karyotyp mit Genotyp NPM1™""/FL T3-ITD %%
» normaler Karyotyp mit Nachweis einer CEBPA-Mutation
Intermedidres Risiko
Intermediar 1
» normaler Karyotyp mit Genoyp NPM1™ 5 FL T3-ITDPoSY
» normaler Karyotyp mit Genotyp NPM1 "™t £ T3.|TDPosItY
» normaler Karyotyp mit Genotyp NPM7 "™ 5 F| T3.|TD 8
Intermedir 2
> 1(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL
~ zytogenetische Veranderungen, die nicht zur Hoch- oder Niedrig-
Risikogruppe gehoren
Hohes Risiko
» inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1
> 1(6;9)(p23:q34); DEK-NUP214
» t(v;11)(v;q23); MLL-Rearrangements
~ -5 oder del(5q); - 7; abn(17p); komplexer Karyotyp*

Myelodysplastisches Syndrom (MDS)

Da bei MDS etwa 50% aller Proben einen unauffilligen Karyotyp aufweisen,®'* wird die Diagnose oft aufgrund morphologischer
Merkmale getroffen. In jlingster Zeit fanden unterschiedliche Arbeitsgruppen nicht nur bei der CMML, sondern auch beim MDS
einen hohen prozentualen Anteil von Proben mit somatischen Mutationen."™ Insbesondere bei Patienten, deren
klinisches/histologisch/morphologisches Bild und unauffilliger zytogenetischer Befund keine sichere Differenzierung zwischen
einem (s)MDS und einem reaktiven bzw. toxischen Geschehen zulassen, ist ein Mutationsnachweis  mittels
molekulargenetischem Screening, wie z.B. TET2 oder ASXL1, diagnostisch beweisend fiir eine hdmatologische Neoplasie.

Die Analyse eines geeigneten Genpanels ldsst in 519% der MDS mindestens eine somatische Mutation erkennen (Stand 2011)V
Unter Einbeziehung neu entdeckter Loci* diirfte die Positivrate bis zu 80% betragen.'® Mutationen von TET2 und ASXL1 stellen



neben den erworbenen, numerischen oder strukturellen Chromosomenaberrationen [5g- (29%), komplex (27%), -7/7q- (24%),
Trisomie 8 (16%), 20g- (7%), -Y (5%)]° die derzeit hiufigste Einzelgenaberrationen dar.®

Seit in 2009 erstmals bei jedem fiinften MDS-Patienten Mutationen im TET2-Gen gezeigt werden konnten," wurden durch
.deep sequencing” und ,whole exome" Analysen von Patienten mit Neoplasien der myeloischen Zellreihe weitere Mutationen
identifiziert. Bereits heute haben einige dieser Mutationen neben ihrem diagnostischen Nutzwert Potenzial fiir eine verbesserte
Risikostratifizierung und werden ergdnzend zu den klassischen Parametern wie der Transfusionsbedrfigkeit (adaptierte WPSS)
sicher zuklinftig Eingang in die Risikoanalyse finden. Darliber hinaus ist bereits absehbar, dass sich einige Targets als
Zielstrukturen neuer Therapien eignen werden.

Zur Risikoeinschatzung wird z. Z. neben der Anzahl der Zytopenien und dem Anteil der Blasten im Knochenmark die Zytogenetik
gemaB IPSS* oder WPSS** herangezogen. In allen Risikogruppen des IPSS gibt es jedoch ein sehr unterschiedliches Qutcome.
Expertenzentren differenzieren daher die ,poor subgroup**® oder das ,intermediire Risiko" weiter zwischen giinstigen und
ungiinstigen zytogenetischen Befunden.'* Auch somatische Mutationen (Gene ASXL1, TP53, EZH2, RUNX1 und ETV6)
verschlechtern das OS multivariat unabhingig und den IPSS-Score zur Einstufung in die nichst hdhere IPSS-Gruppe.
Insbesondere in der glinstigen Entitdt del(5q) treten Mutationen des Gens TP53 (mediane Klongr6Be: 11%) frith auf und bergen
ein stark erhdhtes Progressions- und Leukémierisiko, oft noch nach Jahren, vermutlich aufgrund Insensitivitit vs. Lenalidomid.*’
TET2 Mutationen®® und gemaB vorldufigen Daten auch ASXL1* und EZH2* Mutationen sollen mit einem besseren Ansprechen
gegeniber Azacytidin einhergehen.

Epigenetisch wirksame Genmutationen (ASXL1, EZH2, IDH1, IDH2, TET2) beeinflussen tber die Methylierung der DNA oder die
Modifizierung von Histonen die Genexpression. Mutationen von IDH2 finden sich z.B. bei RAEB-2, post-AML MDS, post-MDS
AML aber auch bei MPN mit Blasten oder CMLg und scheinen einem moglichen Progressionsmechanismus zu entsprechen.”®
Patienten mit Mutationen der DNA Methyltransferase DNMT3A zeigen ein schlechteres Gesamtiiberleben (p=0.005) und sind
schneller progredient zur AML (p=0.007).*° Andere Mutationen betreffen den SpleiBvorgang von Transkripten (U2AF1 syn.
U2AF35, ZRSR2, SRSF2, SF3B1)." Die prognostisch sehr giinstigen Mutationen von SF3B1 haben einen pos. pradiktiven Wert von
98% fiir Ringsideroblasten® und finden sich bei RARS oder RCMD-RS in bis zu 75% der Fille (siehe Tabelle)'®. Mutationen in
U2AF1 fiihren hingegen zu einem 3-fach erhdhten Leukdmierisiko (MDS » sAML).2'

Da sich bei Vorliegen der Mutation fiir Val617Phe in JAK2 die (Rest-) Erkrankung zuverldssig und sensitiv quantifizieren |3sst,
empfiehlt sich immer auch bei MDS die entsprechende Priifung, besonders bei isoliertem 5q- Syndrom und proliferierendem
Knochenmark sowie bei der RARS-T.

Myelodysplastisch-/Myeloproliferative Neoplasien, Chronisch myelomonozytére Leukimie (CMML)

Fir die CMML gilt, dass bei Analyse eines geeigneten Gen-Panels in mindestens 84% der Fille Mutationen nachweisbar sind.*
Am héaufigsten finden sich somatische Mutationen in TET2 (51%).2%® Im Falle der nur fraglich bestehenden Diagnose einer
CMML kénnen diagnostisch hilfreiche und (teils) prognoserelevante Mutationen von TET2, ASXL1, EZH2, RUNXT, NRAS, KRAS,
CBL, TP53 gepruft werden. Besonders gravierend ist der Einfluss einer EZH2 Mutation auf das Gesamtiiberleben: Das mediane
0S betrdgt bei EZH2-Mutation 4.3 Monate, bei EZH2/TET2-Wildtyp 90 Monate, bei TET2-Mutation und EZH-Wildtyp 130.4
Monate! (p<0.001).%

Auch wenn die WHO nur zwischen CMML1/CMML2 unterscheidet, scheinen Mutationen der RAS-Gene neuesten Erkenntnissen
zufolge kausal fur die Entwicklung des ,myeloproliferativen Typs der CMML (MP-CMML) zu sein, einhergehend mit einem
deutlich verringertem Gesamtiiberleben.” Bei gesicherter Diagnose ,CMML" kann daher ggf. empfohlen werden, den RAS-Status
zu priifen, insbesondere bei erkennbarer, proliferativer Komponente oder V.a. Transformation. Mutationen in ASXL1 finden sich
ebenfalls oft bei der MP-CMML und der Untersuchung von Gelsi-Boyer zufolge in allen Féllen mit Progress zur AML** Auch
beim fortgeschrittenen MDS sind Mutationen in ASXL1, dem dort am hiufigsten mutierten Gen, prognostisch ungiinstig’?® und
mit AML-Progression assoziiert.?



Mutationshiufigkeit bei dysplastischen Verdnderungen

MDS MD/MP-N overlap sAML/MDS
Mut./Gen Alle MDS RARS CMML
JAK2 V617F ~ 3% ~ 70% ! RARS-T 9.806°° ~ 9.7%
Isol. 5g- mit prolif. Mark
U2AF1 syn. 11.6%'® 80" 6.50'°
U2AF35 (0. RS) (0. RS)
SRSF2 11.6%'® 5.500'¢ 28.4%'° 1.69%'®
(0. RS) (0. RS)
ZRSR2 7.7%"® 1.40'® 80'® 480"
(0. RS) (0. RS)
SF3B1 "6.500'® "6890°2-750%'° | 4500 50°?
(0. RS) bis Auch RCMD-RS 50032 5.30/p*0(n=38)
280/p3240(n=533 19.30/p%0(n=83)
)
TET2 20.5% 44.49% bis 519
ASXL1 14.4%# >>#11% (nur ansonsten

mutationsnegative
untersucht!, hier 9/201)*

RUNX1 8.7%# 8.7%%

P53 7.500# 16.4% (vs.4% in AMLyd)
EZH2 6.4%%# #1300%, #12.300°%

NRAS 3.6% #22.206%°

ETV6 2.7%¢#

CBL 2.3% 22.200% 10.3% (vs.0.8% in AMLy)
IDH2 2.1% 3.7%%

NPM1 1.8% 1.200% 3% (vs.24.4% in AMLyc)
IDH1 1.4% 1.200%

KRAS, GNAS, S~ 3% #12.3% KRAS®

PTPN11,BRAF,
PTEN, CDKN2A
FLT3 7.6% (vs. 22.6% in AMLyd)

*Medianes OS bei EZH2-Mutation 4.3 Monate, bei EZH2/TET2 Wildtyp 90 Monate,
bei TET2-Mutation und EZH-Wildtyp 130.4 Monate! (p<0.001)*

#Unglnstig!

"Gunstig!

Myeloproliferative Neoplasien (MPN)

Fir die PV ist bekannt, dass im Regelfall die Mutation fiir JAK2 p.V617F nachweisbar ist (96%). Nur bei Féllen von isolierter
Erythrozytose ist seltener eine Mutation in Exon 12 nachweisbar.'

ET und MF zeigen in 55% bzw. 65% der Fille eine Mutation im JAK2-Gen. Ist keine Mutation fiir 617F in JAK2 aufzufinden, kann
beim Bestehen einer (isolierten) Erythrozytose ein erweiterter Test auf seltene Mutationen von TET2, JAK2 Exon 12, DNMT3A,
EZH2 und IDH1/IDH2, bei V.a. MF oder ET ein Test auf Mutationen von MPL, TET2, ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1/IDH2 und CBL
erfolgen erwogen werden (s.Tabelle). Weitere Mutationen sind in den Genen [KZF1 und SH2B3 bei MPN-Patienten in der
chronischen Phase beschrieben, falls bereits Blasten im peripheren Blut vorliegen (s. Tabelle).

Unabhingig vom JAK2 Status zeigen bei der PV und MF 16-17% der Patienten Mutationen in TET2.*%"" Wihrend diese bei der PV
die Aggressivitit des Klons zu erhdhen scheinen ? sollen sie nicht prognoserelevant bei MF sein. Bei bestehender Diagnose MF
ist neben der kompletten Risikoabschdtzung ,DIPSS plus" auch die Bestimmung des Zytokins IL-8 und des IL-2R von
erweitertem Nutzen, da bei erhdhten Spiegeln von IL8 und/oder IL2R das OS erheblich sinkt.”*?

Besteht V. a. systemische Mastozytose (SM), sollte auf therapierelevante Mutationen des Gens KIT geprift werden. TET2-
Mutationen finden sich in 29% der SM.?



Mutationshiufigkeit bei BCR-ABL negativen MPN

Mut./Gen PV ET PMF andere
JAK2 V617F ~ 96% ~ 5500 ~ 65% ~ 50 BP-MPN
JAK2 Exon 12 ~ 3%
MPL ~ 3% ~ 10% ~ 50p BP-MPN
SH2B3 (LNK) selten selten selten ~ 10% BP-MPN
TET2? ~ 16% ~ 500 ~ 17% ~ 17% BP-MPN
~ 29% systemische
Mastozytose
ASXL1? ~ 3% ~ 13% ~ 18% BP-MPN
IDH1/IDH2® ~ 20 ~ 1% ~ 4% ~ 200% BP-MPN
EZH2* ~ 3% ~ 7% ~ 6% sek. MF, multivariat.

prognos. ungiinstig®’
~ 3% HES/CEL

DNMT3A® ~ 7% ~ 7% ~ 149% BP-MPN
CBL selten selten ~ 6% (prim. und sek. MF)
IKZF1 ~ 19% BP-MPN
selten CP-MPN
KIT® > 950 Mastozytose

modifiziert und erganzt® aus Tefferi, Leukemia 25, 1059-1063 (July 2011) und Tefferi, Blood March 31, 2011 vol. 117 no. 13 3494-3504
2 auch in MDS/AML/MDS-MPN-Overlap
® Swerdlow, Campo, Harris, Jaffe, Pileri, Stein, Thiele, Vardiman: WHO Classification of Tumours of Haematopoetic and Lymphoid Tissues, IARC: Lyon 2008, S.62

Methoden, Gen/ Relevanter Bereich Exons (E):

ASXL1 (E12); CBL (E8-9); CEBPA (E1); DNMT3A (E8-23); ETV6 (1-8); EZH2 (E2-20); FLT3 (E14-15,20); IDH1 (E4); IDH2 (E4); JAK2
(E12-15)%; KIT (E8-17)*; KRAS (E3-2); MPL (E9-12)*; NPM1 (E12); NRAS (E1-2); PTPN11 (E3); RUNX1 (E1-8); SH2B3 (3'- E2);
SF3B1 (E14-16); SRSF2 (E1); TET2 (E3-11); TP53 (E4-9); U2AF1 (E2,E6 syn. U2AF35) WT1 (E7,9) ZRSR2 (E2-11)  *: cDNA

Standige Erganzung des Untersuchungspanels je nach Literaturlage. Beispiel: Mutationen in SF3B1 finden sich bei 75% (!) der
MDS mit Ringsideroblasten

(RARS oder RCMD-RS).

Material:
2-5 ml EDTA-Knochenmark, ggf. auch Heparin-Knochenmark, je nach Lokalisation der Erkrankung auch Untersuchung an
peripherem Blut maglich (EDTA oder Heparin

Ansprechpartner:
Dr. rer. nat. Thomas Haverkamp
Tel. 0231.9572-7332
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| Abb.1: Somatische Mutationen bei MDS/AML/MPN. Quelle: Yoshida et al., Nature 2011 doi:10.1038/nature10496
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Abb.2: Somatische Mutationen und Karyotyp bei MDS. Quelle: Bejar et a., N Engl J Med 2011;364:2496-2506
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Figure 1. Mutations and Cytogenetic Abnormalities in 223 Samples with at Least One Mutation.

Mutations in the 11 most frequently mutated gene groups are shown by colored bars. Each column represents 1 of the 223 samples with
a mutation in one or more of the genes listed. Darker bars indicate samples with two or more distinct mutations in that gene group. The
karyotype of each of the 223 samples is also shown.




