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Die myeloproliferativen Neoplasien (MPN) sind hamatopoetische klonale
Erkrankungen, die in ihrer chronischen Phase durch einen Produktions-
Uberschuss an differenzierten hamatopoetischen Zellen gekennzeichnet
sind. Die Philadelphia-negativen MPN umfassen 3 wichtige Hamopa-
thien: die Polycythaemia vera (PV), die essenzielle Thrombozythdmie
(ET) und die primare Myelofibrose (PMF). Sie kommen hauptsachlich bei
Erwachsenen vor, mit einem Inzidenzspitzenwert zwischen dem 5. und
7. Lebensjahrzehnt. Die jahrliche Inzidenz samtlicher kombinierter Subty-
pen betragt 6 Falle auf eine Bevolkerung von 100'000 Personen.

Abbildung 1 : Die Mutationen in JAK2, MPL und CALR verursachen uber ein konstitutiv aktives
Signal, das dem JAK2 nachgeschaltet ist, eine exzessive Myeloproliferation [1]. Erythropoietin
receptor (EPOR), thrombopoietin receptor (MPL), granulocyte/macrophage colony-stimulating
factor receptor(G-CSFR), MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-
regulated kinases), PI3/AKT (phosphoinositide 3-kinase/serine/threonine kinase Akt), STAT
(signal transducer and activator of transcription)

Im Verlauf des letzten Jahrzehnts sind im Verstéandnis der molekularen
und zelluldren Grundlagen der exzessiven Myeloproliferation grosse
Fortschritte erzielt worden. Die Hauptmutationen und die sich gegensei-
tig ausschliessenden Mutationen in den MPN kommen in den Genen
JAK2, CALR oder MPL von Uber 90 % der Patienten mit MPN vor. Diese
Mutationen aktivieren konstitutiv die physiologischen Transduktionswege
der Signale STAT, MAPK und PI3K, welche fir die Hamatopoese verant-
wortlich sind (Abbildung 1). Da sie den myeloproliferativen Phanotyp
induzieren, gelten sie als «phanotypische driver».

So ist das Vorhandensein einer Mutation in den Genen JAK2, CALR und
MPL gemass WHO 2016 zu einem wichtigen Kriterium flr die Diagnose
der MPN geworden [2]. Man findet namlich in >95 % der Falle von PV die
Mutation V617F im Exon 14 des Gens JAK2; zudem sind in 3% der Falle
von PV im Exon 12 von JAK2 verschiedene Mutationen gefunden wor-
den. Bei ET und PMF ist die Mutation JAK2 V617F in 50-60 % der Falle
vorhanden und in 30 % der Falle kann eine Rasterverschiebungsmutati-
on im Exon 9 des Gens CALR nachgewiesen werden. Schliesslich findet
man bei 3 % der ET und in 8 % der PMF Mutationen im Exon 10 des
Gens MPL, wobei die Mutationen W515L und W515K am haufigsten
vorkommen (Abbildung 2).

Abbildung 2 : Verhaltnis der Mutationen von JAK2, MPL und CALR bei PV, ET und PMF
(NEJM 2013;369:2379)

Bisher sind diese Mutationen mit verschiedenen Methoden nachgewie-
sen worden, inklusive PCR in Echtzeit fiur die Mutationen JAK2 V617F
und MPL W515L/K sowie Sanger-Sequenzierung fir die Mutationen
CALR Exon 9 und JAK2 Exon 12. Diese Methoden haben mehrere
Nachteile, insbesondere die schwache Sensibilitdt der Sanger-
Sequenzierung und die Tatsache, dass PCR in Echtzeit die seltenen
Mutationen in den ausgewahlten Exons nicht nachweisen kann. Deshalb
hat die Abteilung medizinische Genetik einen neuen Test entwickelt, mit
dem es modglich ist, sdmtliche Arten von Mutationen mit einer ausge-
zeichneten Sensibilitdt nachzuweisen. Der Test beruht auf einer Hoch-
leistungs-Sequenzierung (auch bekannt als next generation sequencing
oder NGS) (Abbildung 3) und sequenziert alle betreffenden Regionen in
einer einzigen Reaktion, unabhangig von der klinischen Frage. Die Aus-
wertung der Daten NGS beginnt mit der Analyse der Mutation JAK2
V617F. Wenn diese Mutation vorhanden ist, erfolgt ein positiver Bericht.
Ist diese Mutation nicht vorhanden, konzentriert sich die Auswertung
anschliessend auf das Exon 12 von JAK2 (bei einem Verdacht auf PV)
oder auf das Exon 9 von CALR und das Exon 10 von MPL (bei Verdacht
auf ET und PMF).

Abbildung 3 : 1. DNA-Extraktion: Isolation der DNA ausgehend von Vollblut; 2. Libary Prepa-
ration: Vorbereitung der zu bestimmenden Sequenzen in den betreffenden Genen und Hinzu-
figen von Barcodes zur Identifizierung der Proben; 3. NGS Sequencing: Hochleistungsse-
quenzierung; 4. Bioinformatics Analysis: Analyse der durch Sequenzausrichtung mit einer
genomischen Referenz erhaltenen Daten und Generieren eines Ergebnisdatenblatts pro
Probe.

Der Vorteil des NGS-Tests liegt in der Verbindung einer ausgezeichne-
ten Sensibilitat (0.5 % flr die Mutation JAK2 V617F, 1.5 % fiir die Mutati-
onen MPL W515L/K und mindestens 10 % fiir alle anderen Mutationen)
mit der Fahigkeit, Mutationen nachweisen zu kénnen, nach denen nor-
malerweise nicht gesucht wird (insbesondere diejenigen ausserhalb des
Kodons 515 des Exons 10 von MPL). Zudem ist der Test im Vergleich
zu den friheren Methoden rascher und ginstiger: die Suche nach der
Mutation JAK2 V617F wird mit 215 TP (Taxpunkten) verrechnet; die
Suche nach zuséatzlichen Mutationen wird mit 100 TP fir die Falle von
PV (JAK2 Exon 12) und mit 315 TP fir die Falle von ET und PMF (CALR
Exon 9 und MPL Exon 10) verrechnet. Dieser neue Test kann mit EDTA-
Roéhrchen von peripherem Blut ausgefiihrt werden.

Diese neuen Tests bilden Bestandteil der Diagnosekriterien der WHO fiir
die MPN. Sie spielen auch eine prognostische Rolle. Das thrombotische
Risiko bei einer ET ist zum Beispiel stark mit der Mutation JAK2 verbun-
den, wahrend die Mutation CALR bei einer PMF mit einer besseren
Uberlebensrate in Zusammenhang steht. Bei Anzeichen fiir ein Fort-
schreiten der Krankheit wird anlasslich der Diagnose und der Nachkon-
trolle die Knochenmark-Untersuchung mit einer zytogenetischen Analyse
dringend empfohlen. Sie ermdglicht die Unterscheidung der verschiede-
nen Subtypen, insbesondere der ET von der PMF in der préfibrotischen
Phase, oder das Erkennen der aus der PV mutierten ET JAK2, was in
Bezug auf die Prognose und die Uberlebensrate von Bedeutung ist [3].
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