Aus der Klinik fiir Himatologie und Medizinische Onkologie
(Kommissarischer Direktor: Prof. Dr. med. G. Wulf)

der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen

Genetische Varianten von PPMI1D und
TP53bei Patienten mit
myelodysplastischen Syndromen und

komplex-aberranten Karyotypen

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von

IL.ea Naomi Eder

aus

Frankfurt am Main

Goéttingen 2022



Dekan: Prof. Dr. med. W. Briick

Betreuungsausschuss

Betreuer: Prof. Dr. med. D. Haase
Ko-Betreuer: Prof. Dr. med. P. Strobel

Priifungskommission
Referent: Prof. Dr. med. D. Haase

Ko R et ent:

Dttt et ent: e

Datum der mundlichen Prifung: ...



Hiermit erklire ich, die Dissertation mit dem Titel "Genetische
Varianten von PPM7D und TP53 bei Patienten mit
myelodysplastischen Syndromen und komplex-aberrantem
Karyotyp" eigenstindig angefertigt und keine anderen als die von
mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

Gottingen, den «....oevvviiiis e
(Unterschrift)



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

AbbildungsverZeiChis .......couuureeiiiiiieeiniiiieeiiiieeiiireenreensreesessseesenns 111
T aADEllENVELZEICHIS cuuuiereeiereiieeieiereieeeteeereeiereeeeersesersseserssserssessssssessssesssssessssssnnes VI
AbKUrzungsverzeiChniS. ... uueeiieeeiiiiiiiiiiiiieiccninirireeccnrree e anens VII
1 EINEItung cocceeenmeriiiiiiiiiiiiiiiieececccciiereeeccsccrneee e aaase e e e s e nnes 1
1.1 Myelodysplastische SYNdIOME.......ccuueeieeiieeieicneteeeee e eseseene 2
111 GrUNAIAGEN coueeeeie ettt ettt 2
112 SYMPLOMIC ...ttt 2
1.1.3  Diagnose und KlassifIKation........cceeuimrininiciiiiiiiiciiesessssssssssesssssssssssssssesnns 3
1.1.4  Genetik DEl IMIDS ...ttt ettt ettt ettt et ettt et et et et et et et et eanenean 6
1.2 Klonale HAMALOPOESE «.....uvuvrieiieciieeiieeirieeiriee et ess s sessssenns 9
1.3 AULZADENSTEIIUNG ... 10
2 Material Und MethOden ....cuucieuiieniieiieiieiieieinieteiererernrernscenernsernsesancenneses 12
2.1 Y R w21 O SRORRORRON 12
211 VerbrauchSmMateriallen .oc.oeieuieeiieieeieeieeieeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt n s 12
2.1.2 REAZENZIEN ..ot 12
G T s Vs o V< R 13
o R € v v USSR 15
2.2 Patienten und EinSChIUSSKITEIICN «.vviuiveiieieeieeieeeeeeeee ettt ettt ettt ee e 16
2.3 LY (0 s T Y [<3 s OO 18
2.3.1 Chromosomenbidnderungsanalysen (CBA) ......cccooeunieinienicnieenicrcrereereesee e 18
2.3.2  Interphase Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) .....ccovevieiieinicinciricrcirccienes 19
2.3.3  Multicolour Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (mFISH)......cocooveiniincinccrciaes 19
2.3.4  Mutationsanalysen von PPM7D und TP53 ..o 21
2.4 StAtiStISCHE AUSWEITUINZ . ...c.cveeiieeieeeieeecieeeieeie et senas 28
3 ErgebniSse. . uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeccccnee e 30
3.1 PatlentenNChatakterISTIRA . ..ovuiieiieieceicceece ettt ettt ettt e eae st aseae st eaeesnesnnenns 30
G N S Tt Yl o1 =Tl oL SRRSO 35
3.1.2  Therapieassoziierte Erkrankungsformen. ... 36
3.1.3  Einteilung nach IPSS-Ro.....ccocoiiiiiiiieerteee et seaes 37
3.1.4  Petiphere ZYtOPEIUEH ...vuueeieeeiieereieeeie ettt sseaesseaes 38
3.1.5 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten........cceoiviviiiiiiiieieeicieieeeeeeeeeeee et 39
3.1.6  Unterschiede komplexer Karyotyp und nicht-komplexer Karyotyp........cocveeeureerrecnnenes 44
3.1.7  Zahl zytogenetischer ADELratioNen .....c.cueviueeiueeieeeieiieieeieee et neaes 45
3.1.8  Therapie mit demethylierenden SUbStANZEN .....c..vuevieerieciriciricicrereree e 46
3.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung von PPM7TD .............cveieeienrnnnes 47
3.3 Unterschiede PPM7TID UNd TP5 3.ttt ettt sttt aneans 51
331 TDCLIEDEN coeeeeeeeeeeee ettt ettt sttt s ettt e e et seaseaseeneene st seaeeeneeenes 52

332

Blutwerte und Knochenmarks-Blasten .......coovviviiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeeereereeeee e 52



Inhaltsverzeichnis

333
3.3.4

3.4
3.4.1
3.4.2

3.5
3.5.1
352

4
4.1
4.2
4.3
4.4

Zahl zytogenetischer ADErrationen ..o 55
KOMULATIONEN c..vovttiicticriet ettt 56
T P53 - IMULATIONE . . e veveveeieritereeteeesteseeteseetesesessesesseseeseseesessesesesessessssassesassesessesasaseeseseesaneesenes 58
Art det TP53-VerANderUng ....c.cuvecueeeureeieeeireeieetieeeieetieesieetie sttt sssaesssaesssaessaces 59
Variante Allelfrequenz det TP53-MUtationeN.......cuucueerveeeueeiuemieeeieenieeneieneaenseaenseaenseaens 65
5Q-Verfnderungeil ..o s 71
5Q-DEIEtIONE ..ot 72
5g-Deletionen in Verbindung mit TP53-Mutationen ......c.cvueeevemrueecreeeueeereeeueeeseeeseene 76
D3] T 0 o 83
Risikofaktoren bei Patienten mit MIDS ..o 83
Molekulargenetische Verdnderungen von PPMTD........cccvcnccineccinecnienecneennenes 89
Molekular- und zytogenetische Verinderungen von TP53 ... 92
5g-Deletionen als Teil des komplexen Karyotyps......eceeiueeieeeieeeieeeiueeneneeeieeenecenens 94
ZusammeENnfassSUNG .....couuiiiiiiiiiieiiiiieeeece e eseaaes 97
LiteraturverzeiChmnis .....uueeeeeiiieieiiiiiiieiniieccceecccre e 99



Inhaltsverzeichnis

11T

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Zytogenetische Anomalien bei MIDS ........ccocoviiiiiiiiininiccreeeeeeeeceienes 7
Abbildung 2: Molekulargenetische Anomalien bei MDS.........cccocouiiiiniiincincniciecreceeenenes 8
Abbildung 3: Konventionelle Chromosomen-Binderungsanalyse eines Patienten mit
normalem KaryotyPen ....cciiiiiiiiiiccc e 18
Abbildung 4: Konventionelle Chromosomen-Binderungsanalyse eines Patienten mit
komplexem KaryOtyPen.....cocuvcuiciniciiiciieiicriciree s eesssenns 19
Abbildung 5: Interphase FISH mit p53-S0Nde.....c.iiiriimriiinicinieirecirieireeireereeiseesseensesessesessenes 20
Abbildung 6: mFISH eines méinnlichen Patienten mit normalem Karyotypen......c..cccveecurecuenes 20
Abbildung 7: mFISH eines méinnlichen Patienten mit komplex aberrantem Katyotypen......... 20
Abbildung 8: Gelelektrophorese durch den Fragment Analyzer der amplifizierten Exons 1-3
des GENS PPMTD ...t sss s s 24
Abbildung 9: Gelelektrophorese durch den Fragment Analyzer der amplifizierten Exons 4-6
dES GENS PPMT Dottt ettt sttt sneaees 24
Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve fiir das mediane OS der Patienten mit und ohne komplex-
aberranten KaIyotyP. .o 34
Abbildung 11: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurven nach Geschlecht...........reeereeeeeeonereenneees 35

Abbildung 12: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve nach Therapieassoziation 36
Abbildung 13: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve der Gesamtkohorte nach Einteilung in IPSS-R-

RISTKOZIUPPEN. ...ttt aes 37
Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Zytopenien ........o.eereeeresnereeseeeseseens 38
Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Himoglobin-Wert in drei Gruppen ....... 39
Abbildung 16: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Himoglobin-Wert in zwei Gruppen ......40
Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Thrombozyten-Wert in zwei Gruppen..41
Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Neutrophilen-Wert in zwei Gruppen.....42
Abbildung 19: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve nach KM-Blasten a: Gesamtkohorte in vier

GIUPPEI oot 43
Abbildung 20: Boxplots zum Vergleich der Blutwerte und KM-Blasten zwischen Patienten mit

UNA ONIIE CA oottt ettt ettt ettt et se et s seas s et esess s et esessasesesesn 44
Abbildung 21: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve der Patienten nach Aberrationszahlen............. 45
Abbildung 22: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve in Abhingigkeit von einer Therapie mit DMA

.................................................................................................................................................... 46
Abbildung 23: Lollipop-Plot zur Darstellung der nachgewiesenen Verinderungen von PPM7D

.................................................................................................................................................... 51
Abbildung 24: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurve der Patienten mit und ohne Verinderung von

PPMITD ettt et ettt ettt et et ssas et s eseas s et esess s esesessaseseseaen 52
Abbildung 25: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurve der Patienten mit und ohne Verinderung von

TP53 ettt ettt ettt ettt a bbbt bbbt bbbt e s rt et et e b a bt betean s ens 52
Abbildung 26: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte zwischen PPM7D-Verinderten

und PPM7D-Wildtypen sowie TP53-Verdnderten und TP53-Wildtypen........ccvunnee. 53

Abbildung 27: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahlen zwischen PPM1D-
Verianderten und PPM7D-Wildtypen sowie TP53-Veridnderten und TP53-Wildtypen 53

Abbildung 28: Boxplot zum Vergleich des ANC zwischen PPM7D-Verinderten und PPM71D-
Wildtypen sowie TP53-Verinderten und TP53-Wildtypen........cocvvviininininnininnn. 54

Abbildung 29: Boxplot zum Vergleich des Anteils der Blasten am Knochenmark zwischen
PPM1D-Verinderten und PPM7D-Wildtypen sowie TP53-Veranderten und TP53-
WLLYPEIL it 54



Inhaltsverzeichnis

I\Y

Abbildung 30: Boxplot zum Vergleich der zytogenetischen Aberrationszahlen zwischen
PPM1D-Verinderten und PPM7D-Wildtypen sowie TP53-Verinderten und TP53-
WALAEYPEIL .ot 55

Abbildung 31: Boxplot zum Vergleich der Zahl parallel vorliegender Mutationen zwischen
PPM1D-Verinderten und PPM7D-Wildtypen sowie TP53-Verinderten und TP53-

WALALYPEIL .ttt e 56
Abbildung 32: Boxplot zum Vergleich der Zahl parallel vorliegender Mutationen zwischen
Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp und solchen ohne ........ccoocecuveiiviinreneee. 57
Abbildung 33: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurve der Patienten mit komplexem Karyotyp nach
Form det TP53-Verdndertung ........ceeeieenieenieenieenieeniesneeneaesseeessaesssaessesessesesssaesseaees 59
Abbildung 34: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte der Patienten mit cA nach
Form det TP53-Verinderung ........cccceuiveieenirinieerieieiesieeeesssseesseessessssessssesssesssaens 60
Abbildung 35: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahl der Patienten nach Form der
TP53-VELANACIUNG ..uvevveeiieieecireecireeeiseee ettt sttt st escsseacsseac 61
Abbildung 36: Boxplot zum Vergleich der Neutrophilen-Zahl der Patienten nach Form der
TP53-VErANdErUng ......cuevuieiieieiniiescis s ss s ssnes 62
Abbildung 37: Boxplot zum Vergleich des Anteils myeloischer Blasten im Knochenmark der
Patienten nach Form der TP53-Verdnderung ......cc.occuveeuvecurecirecmnecirececeneceeeseeeenenne 62
Abbildung 38: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten
nach Form der TP53-Verdnderung.......oovvcnnininiciniiniiiseesiseesessessssssssssssessenns 63
Abbildung 39: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten
nach Form der TP53-Verdnderung.........ccoeuvcuriciricireemneeirecieeeeeseeee s seeseseens 64
Abbildung 40: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Patienten mit komplexem Karyotyp nach
Grofle der TP53-mutierten ZellKIONe. ... s 65
Abbildung 41: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte der Patienten mit cA nach
KlongroBe (VAE) der TP53-MUtatiONeN ......c.uivieieieciiiiiiesinsieieissssessessisessssssecsessessenns 66
Abbildung 42: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahlen der Patienten nach
KlongréBe (VAF) det TP 3-MUAHONEN c....eueeeneerieeieeieeeeieeeeeeeeeeseeesaensaenssessaeseaens 67
Abbildung 43: Boxplot zum Vergleich der Neutrophilen-Zahlen der Patienten nach Klongréfe
(VAF) det TP53-MUtaAtiONE...c.ovuimieiiiieiiiiiiiiiii s sssss s ssssessssesssnes 68
Abbildung 44: Boxplot zum Vergleich des Blasten-Anteils am Knochenmark der Patienten
nach Klongréle (VAF) der TP53-MUtationeN.......c.cveveecrvimimiinimiesemineiisenissssisessssessesssenns 69
Abbildung 45: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten
nach KlongréBe (VAF) det TP53-MUtatiOneM.....ccueecueeemeecmreecmreemreeseeeeseeseseeseseeseseesenenns 70
Abbildung 46: Scatter Plot zur Korrelation zwischen der Klongré3e der TP53-Mutationen und
der Zahl zytogenetischer ADEITAtONECH .......vcvrivieieieciiiiii e sns 70

Abbildung 47: Boxplot zum Vergleich der parallel vorliegenden somatischen Mutationen der
Patienten nach KlongréBe (VAF) der TP53-MUtationen.......c.cueeceeecureecreecreecueeeneeenenn. 71

Abbildung 48: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve der Patienten nach 5g-Deletions-Status........... 72
Abbildung 49: Boxplot zum Vergleich der Blutwerte der Patienten nach 5q-Deletions-Status 73

Abbildung 50: Boxplot zum Vergleich des Anteils myeloischer Blasten am Knochenmark der
Patienten nach 5q-Deletions-Status ........cccveeueerricrricireeiriereceeeeee s eeseseens 74

Abbildung 51: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten
nach 5¢-Deletions-Status........ccoccuriiiriciiiciiiiiicii s 75

Abbildung 52: Boxplot zum Vergleich der Zahl somatischer Komutationen und
Gesamtmutationen der Patienten nach 5q-Deletions-Status.........ccvveereeenrcenierniceneaee 75

Abbildung 53: Kaplan—Meier—Uberlebenskurve der Patienten mit komplexen Karyotypen nach
TP53- und 5q-DeletioNs-Status .......cceeiueerueeriieeriieeieerieeeiesseieseeesseesseessesessesesseaesseaesseaes 77

Abbildung 54: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte der Patienten nach TP53- und
5G-DElEtiONS-STATUS ....cevviieiieiiiciicicirc s 77



Inhaltsverzeichnis

Abbildung 55: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahlen der Patienten nach TP53-

UNA 5G-DElEtONS-STATUS ..ecvrreerieiieciieeirieeiriciree ettt eese e eaeaenns 78
Abbildung 56: Boxplot zum Vergleich der Neutrophilen-Zahlen der Patienten nach TP53- und
5GQ-DElEtiONS-SLALUS ....ooveeieiriiriiieieeee ettt 79
Abbildung 57: Boxplot zum Vergleich des Anteils myeloischer Blasten am Knochenmark der
Patienten nach TP53- und 5@-Deletions-Status ........ccveeurecrrecrreerreernecreeserreeseeseseeeseene 80
Abbildung 58: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten
nach TP53- und 5q-Deletions-Status.......coeeueerrecrricrrecinecirecireeneeseeeeseseeesensesensesenne 81
Abbildung 59: Boxplot zum Vergleich der Zahl parallel vorliegenden somatischen Mutationen
der Patienten nach TP53- und 5g-Deletions-Status ..........ccocevveeevnieenieenieenicenieenieeeeens 82
Abbildung 60: Forest-Plot zur Darstellung der acht stirksten Einflussfaktoren auf das
Ubetleben der GeSAMEKONOTLE ..uuuuvveuureverereeieeeiiseeesssseesssesesssesesss e esssssssssssssssssesessaesees 85

Abbildung 61: Forest-Plot zur Darstellung der acht stirksten Einflusstaktoren auf das
Ubetleben det KOROTTE Mt CA ..uucvverureverreiirreienecesisesesesesesssesesssesssssesssesesssssesssssnesens 88



Inhaltsverzeichnis

VI

Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: WHO-Klassifikation MIDS 2010.......ccoieuiueinieiieiiciiciicirierieirie e nseseneees 3
Tabelle 2: IPSS-R Erhebung anhand bestimmter Parameter und entsprechender Punktzahl.....5
Tabelle 3: Einteilung der zytogenetischen Befunde in Gruppen......coccvevvcivicinicireccirincnnencnnenes 5
Tabelle 4: Einteilung in Risikogruppen anhand der Punktwerte aus Tabelle 2........c.cccevccuvicnnes 6
Tabelle 5: Verwendete Verbrauchsmaterialien ... 12
Tabelle 6: Verwendete REAGENZIEN .......vuuiuciieiiiiiicirici e 12
Tabelle 7: Verwendete PrMET ... ssesans 13
Tabelle 8: VErwendete GEIALE ......cccvwcurecuricureerrieireeeirieetreeessee e ssesessesesseaesseaessescssescsseacs 15
Tabelle 9: Ablauf des Tag-HotStar-PCR-Programms des Thermocyclers........ccvcurecrrecrnecuneaes 22
Tabelle 10: Myeloisches Panel des INDIGHO-Labors der Universititsmedizin Géttingen
Stand Februar 2020........cvviiiiiiiiii s 26
Tabelle 11: Patientencharakteristika der Gruppe mit CA ...c.occcuveeiriciriciricrercreeree e 30
Tabelle 12: Patientencharakteristika der Gruppe ohne cA ..o 32
Tabelle 13: Beschreibung der detektierten PPM7D Veridnderungen der 14 betroffenen
PAtienten .. oo 48
Tabelle 14: Charakterisierung der Patienten mit PPM7D Verdnderungen........cooeuveecuvecurecueaes 50

Tabelle 15: Analysierte Faktoren auf ihren Einfluss auf das Uberleben der Patienten der
GESAMEKONOTTE ...t 83

Tabelle 16: Analysierte Faktoren auf ihren Einfluss auf das Uberleben der Patienten der
IKONOTte MIt CA oot 86



Inhaltsverzeichnis VII

Abkiirzungsverzeichnis

AML akute myeloische Leukimie

ANC absolute neutrophile count, absolute Neutrophilen-Zahl

bp Basenpaar(e)

cA complex: aberrations, komplexe Aberrationen

CBA Chromosomenbinderungsanalyse

CCUS clonal cytopenia of unknown significance, klonale Zytopenie unklarer
Signifikanz

CD cluster  of  differentiation,  Unterscheidungsgruppen  bestimmter
Oberflichenproteine

CHIP clonal  hematopoiesis of indeterminate potential, klonale Himotopoese

unbestimmten Potentials

CMML chronische myelomonozytire Leukdmie

CML chronische myeloische Leukimie

del Deletion

del(5q) Deletion des langen Arms von Chromosom 5
DMA demethylating agents, demethylierende Substanzen
DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dsDNA Doppelstrang-Desoxyribonukleinsidure

EB-1 exccess of blasts 1, Blasten-Exzess Stufe 1

EB-2 exccess of blasts 2, Blasten-Exzess Stufe 2

ED Erstdiagnose

EDTA Ethylendiamintetraacetat

F forward, vorwirts

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Hb Himoglobin

HR Hazard-Ratio

INDIGHO Individuelle Genomdiagnostik fur Himotologie und Onkologie
IPSS International Prognostic Scoring System

IPSS-R Revised International Prognostic Scoring System
ISCN International System for Human Cytogenetic Nomenclature
KM Knochenmark

m minnlich

MDS Myelodysplastisches Syndrom

mFISH multicolonr-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung



Inhaltsverzeichnis

VIII

MLD
mut
NA
NGS
OS
pB
PCR
R
RBC
RNA
RS
sAML
SLD
SNP
TE

VAF
WGA

WHO
WT

mnlti lineage dysplasia, Mehrliniendysplasie

mutiert

not available, nicht verfigbar

next generation sequencing, Sequenzierung der nichsten Generation
overall survival, Gesamtiibetleben

Peripheries Blut

polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion

reverse, tuckwarts

red blood cell, rote Blutzellen/Erythrozyten
Ribodesoxynukleinsiure

Ringsideroblasten

sekundire akute myeloische Leukimie

single lineage dysplasia, Einliniendysplasie

single nucleotid polymorphism, Einzelnukleoid-Polymorphismen
Tris-Ethylendiamintetraacetat

unklassifizierbar

variante Allelfrequenz

weiblich

whole genome amplification, Amplifikation des ganzen Genoms
World Health Organization

Wildtyp



Einleitung 1

1 Einleitung

Bei den myelodysplastischen Syndromen (MDS) handelt es sich um eine heterogene Gruppe
von klonalen Erkrankungen, bei denen die Stammzellen einer oder mehrerer Reihen des
blutbildenden Systems im Knochenmark dysplastisch verdndert sind und so in der Folge zu
einer gestorten Blutbildung fithren koénnen. Diese ineffektive Hidmatopoese fihrt bei
Patienten mit MDS typischerweise zu Zytopenien im peripheren Blut, fihrend ist dabei in
der Regel die Andmie. Betroffen sind vor allem iltere Patienten, das durchschnittliche
Erkrankungsalter liegt bei ca. 75 Jahren (Greenberg et al. 2017; Hofmann et al. 2020).

In den letzten Jahren und Jahrzehnten haben fir die Diagnostik und Prognoseabschitzung
bei MDS zyto- und molekulargenetische Untersuchungen zunehmend an Bedeutung
gewonnen (Schanz et al. 2011; Greenberg et al. 2012; Sperling et al. 2017). Wihrend
zytogenetische Methoden wie die konventionelle Binderungsanalyse und Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) schon seit tber 20 Jahren fester Bestandteil der Diagnostik sind
(Haase et al. 1997) und sogar Einzug in die gingigen Risiko-Scores wie dem Revised
International Prognostic Scoring Systeme (IPSS-R) genommen haben (Greenberg et al.
2012), ricken molekulargenetische Untersuchungen mit der immer groler werdenden
Verfugbarkeit des next generation sequencings (NGS) zunehmend mehr in den Fokus der
Forschung. Diverse Gene wurden schon als krankheitstypisch und zum Teil
prognoserelevant eingestuft und werden in der Therapieplanung und Risikoabschitzung
berticksichtigt (Greenberg 2013).

Zu den bereits fest etablierten Prognosefaktoren zahlt die zytogenetische Untersuchung und
Analyse des Karyotyps. Von besonders grofler Bedeutung sind dabei die sogenannten
komplex-aberranten Karyotypen (cA), bei denen in den hamatopoetischen Stammzellen der
Patienten drei oder mehr chromosomale Verinderungen nachgewiesen werden kénnen.
Diese Karyotypen gehen mit einer besonders schlechten Prognose und einem erhdhten
Risiko fiir einen Ubergang in die akute myeloische Leukimie (AML) einher (Greenberg et al.
1997). Besonders in eben dieser Gruppe der Patienten mit komplexen Karyotypen wird
intensiv nach Parametern und Faktoren gesucht, anhand derer man das Risiko und die
Prognose der Patienten weiter unterteilen und einschitzen oder sogar
Therapieentscheidungen beeinflussen kann. Als ein bedeutender Risikofaktor haben sich
Mutationen im Gen TP53 herausgestellt, die sich in ungefahr der Halfte der Patienten mit
MDS und cA finden lassen (Schaab et al. 2016; Greenberg et al. 2017). Neuere Ergebnisse
zeigen, dass vor allem biallelische Verinderungen von TP53 mit einer signifikant

schlechteren Prognose einhergehen (Bernard et al. 2020).

Weitere Gene, die in den TP53-Signalweg eingeschaltet sind, wurden in der Vergangenheit
auf ihre Bedeutung in Bezug auf die Entwicklung eines komplexen Karyotyps untersucht.
Dabei fiel das Gen PPM1D (Protein-Phosphatase Mn2+/Mg2+-abhingig 1D) auf, welches
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gehiduft bei Patienten mit klonaler Himatopoese ungeklirten Potentials (clonal hematopoiesis of
indeterminate potential, CHIP) verandert ist und welches als direkter Inhibitor von p53 in dessen

Signalweg eingeschaltet ist (Genovese et al. 2014; Hsu et al. 2018).

In dieser Arbeit soll die Privalenz und die Bedeutung fiir das Gesamttuberleben und den
Krankheitsverlauf von Verinderungen des Gens PPM7D in der Hochrisiko-Gruppe der

MDS-Patienten mit cA untersucht werden.

1.1  Myelodysplastische Syndrome

1.11  Grundlagen

Myelodysplastische Syndrome (MDS) wurde erstmals 1949 durch den Pathologen Hamilton-
Paterson  beschrieben und sind eine Gruppe klonaler  himatopoetischer
Stammzellerkrankungen, die zu einer sowohl qualitativen als auch quantitativen Verinderung
der Blutbildung im Knochenmark fithren konnen. Hiufig findet sich bei Patienten mit MDS
ein hyperzellulires Knochenmark mit dysplastisch verinderten Zellen. Diese Dysplasien
konnen eine oder mehrere Zellrethen der Himatopoese betreffen. Auch hypozellulire
Formen des MDS sind moglich (Giagounidis et al. 2004). Insgesamt fithren die
dysplastischen Verinderungen der blutbildenden Zellen zu einem Ungleichgewicht zwischen
Zellteilung und Apoptose, was zu einer ineffektiven Himatopoese und in der Folge oft zu

Zytopenien im peripheren Blut fithren kann.

Erkrankungsrisiko und Inzidenz steigen mit dem Alter an, das mediane Erkrankungsalter
liegt bei 75 Jahren, die Inzidenz betrigt 5-20/100.000 Patienten pro Jaht. Myelodysplastische
Syndrome sind eine der hiufigsten hidmatologische Erkrankungen neoplastischer Natur
(Greenberg et al. 2017; Hofmann et al. 2020).

Es wird zwischen primiren und sekundiren Formen des MDS unterschieden: Bei den
sekundiren Formen ldsst sich ein krankheitsinduzierender Risikofaktor wie zum Beispiel eine
Chemotherapie, Bestrahlung oder Gefahrenstoffexposition in der Vergangenheit
identifizieren, bei primiren Formen ist dies nicht moglich. Die Atiologie der primiren MDS-
Formen ist noch nicht vollstindig geklirt, allerdings scheinen diverse zyto- und

molekulargenetische Faktoren hierbei eine Rolle zu spielen (Strom et al. 2005).

1.1.2 Symptome

Patienten mit MDS weisen in der Regel Symptome auf, die sich auf die ineffektive
Himatopoese und den darauf resultierenden Zytopenien zuriickfiihren lassen. Am
hiufigsten berichten Patienten von den Symptomen der Anamie, welche sich am hdufigsten
finden lasst (Haase et al. 2007), zu denen Midigkeit, Abgeschlagenheit, Dyspnoe und
Kopfschmerzen gehoren. Des Weiteren kann es zu einer erhohten Infektanfalligkeit im Zuge

einer verminderten Zahl von neutrophilen Granulozyten kommen. Als Symptom der
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Stérungen der dritten Reihe, der Thrombozyten, kann es zu Blutungsneigungen kommen. In
20-30% der Patienten kann es auBerdem zu einer Vergréerung von Milz und/oder Leber

kommen, was wiederum zu Schmerzen im Oberbauch fithren kann (Herold 2018).

1.1.3 Diagnose und Klassifikation

Die Diagnose des MDS wird in Zusammenschau mehrerer Faktoren gestellt. Hierzu werden
sowohl die klinische Erscheinung, Laborergebnisse, Knochenmarksuntersuchungen,

Blutausstriche als auch genetische Analysen betrachtet.

Im Knochenmark spielt vor allem die Morphologie eine groBe Rolle: Es zeigen sich

dysplastische Verdnderungen in reifen oder Vorlduferzellen der verschiedenen
himatopoetischen Zellrethen, wobei eine oder mehrere Reihen betroffen sein kénnen.
Aullerdem kann es zu einer Erhéhung der Blastenzahl kommen, allerdings diirfen diese die
20%-Marke nicht tbersteigen, da man sonst definitionsgemal3 von einer akuten myeloischen
Leukdmie sprechen miusste. Zur weiteren Diagnostik werden zusitzlich eine konventionelle
Binderungsanalyse, eine FISH-Untersuchung (Cazzola and Malcovati 2005; Arber et al.
2016) und seit kurzem auch molekulargenetische Untersuchung der am hiufigsten
betroffenen Gene empfohlen (Bejar et al. 2011). Anhand des Knochenmarkbefundes, des
Blutbildes und weiterfithrender Untersuchungen wird die Erkrankung entsprechend der
Klassifikation der World Health Organization (WHO) in verschiedene Gruppen eingeteilt.

Die aktuelle Einteilung erfolgt nach der WHO-Klassifikation von 2016 (Tabelle 1).

Tabelle 1: WHO-Klassifikation MDS 2016 (modifiziert nach Abert et al. (2016))

MDS-Subtyp Zytopenie- | Dysplastische | Ringsidero- Blasten Zytogenetik
Zahlen Reihen blasten

MDS mit | 1 oder 2 1 <15% bzw. 5% | Im KM < | Alle auller
Einliniendysplasie bei SE3BT1 | 5% del(5q) +/-1
(single . lineage Mutation Im pB < 1%
dsplasia, MDS- keine Auet-
SLD) Stibchen
MDS mit | 1-3 2 oder 3 <15%bzw. 5% | Im KM < | Alle auller
Mehtliniendysplasie bei SF3BT1 | 5% del(5q) +/-1
(mnlti . lineage Mutation Im pB < 1%
dsplasia, MDS- keine Auet-
MLD) Stibchen
MDS-SLD mit | 1 oder 2 1 = 15% bzw. 2 | Im KM < | Alle auller
Ringsideroblastem 5% bei SF3BT | 5% del(5q) +/-1
(MDS-RS-SLD) Mutation Im pB < 1%

keine Auer-

Stibchen
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MDS-Subtyp Zytopenie- | Dysplastische | Ringsidero- Blasten Zytogenetik
Zahlen Reihen blasten
MDS-MLD mit | 1-3 2 oder 3 > 15% bzw. 2 | Im KM < | Alle auller
Ringsideroblasten 5% bei SF3BT | 5% del(5q) +/-1
(MDS-RS-MLD) Mutation Im pB < 1%
keine Auer-
Stibchen
MDS mit isolierter | 1 oder 2 1-3 Nicht relevant Im KM < | del(5q) isoliert
5g-Deletion 5% oder mit einer
Im pB < 1% welteren'
keine  Auer- Anomalie auller
Stibchen -7 oder del(7q)
MDS mit Blasten- | 1-3 0-3 Nicht relevant Im KM 5- | Nicht relevant
Exzess 1 (MDS- 9%
EB1) oder im pB
2-4%
keine Auer-
Stibchen
MDS mit Blasten- | 1-3 0-3 Nicht relevant Im KM 10- | Nicht relevant
Exzess 2 (MDS- 19% oder im
EB2) pB  5-19%
oder Auet-
Stibchen
Unklassifizierbares | 1-3 0-3 unterschiedlich | Im KM < | Unterschiedlich,
MDS (MDS-U) 5% u.a. MDS-
Im pB < 1% deﬁmerf.:nde
keine Auer- Anomalien
Stibchen

KM: Knochenmark; pB: peripheres Blut

Neben der morphologischen Klassifizierung gemal3 der WHO-Klassifikation existieren noch
weitere  Klassifizierungs-Systeme zur Einteilung verschiedener Untergruppen der
Myelodysplastischen Syndrome. Ein weiteres System ist die Einteilung nach Risikofaktoren,
die durch das International Prognostic Scoring Systeme (IPSS) bzw. seine revidierte Form,
das Revised International Prognostic Scoring Systeme (IPSS-R), abgedeckt wird. In diesem
System werden Patienten aufgrund verschiedener Faktoren in Risikogruppen eingeteilt. Im
IPSS-R (Tabelle 2), welcher von Greenberg et al. (2012) etabliert wurde, wurde im Gegensatz
zum IPSS die bis dahin in Threr Bedeutung unterschitzte Zytogenetik (Schanz et al. 2011)
als stirker gewichteter Risikofaktor in finf statt ehemals drei Gruppen eingefithrt (Tabelle
3) und auBerdem die Zahl der Risikogruppen von drei (geringes Risiko, intermediires Risiko,
hohes Risiko) auf funf (sehr geringes Risiko, geringes Risiko, intermedidres Risiko, hohes
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Risiko, sehr hohes Risiko) erhoht (Tabelle 4), um eine noch genauere Einteilung zu ermdéglich

(Greenberg et al. 2012). Anhand dieser Risikogruppen ist eine grobe Prognoseschitzung

anhand des medianen Ubetlebens und der Zeit bis zum Ubergang in eine AML der Patienten

in den jeweiligen Gruppen méglich.

Tabelle 2: IPSS-R Erhebung anhand bestimmter Parameter und entsprechender Punktzahl

0 Pkt. 0,5 1 Pkt. 1,5 2 Pkt. 3 Pkt. 4 Pkt.
Pkt. Pkt.

Zytogenetik Sehr Giinstig Intermedidr | Ungiinstig | Sehr
glinstig ungiinstig

Blasten im | £2% > 2% - < 5%-10% > 10%

Knochenmark 5%

Himoglobinwert =10 8-<10 <8

(g/dl)

Thrombozyten > 100 50- < | <50

(x10%/pl) 100

Absolute Zahl | 20,8 <0,8

neutrophiler

Granulozyten

(ANC)

Tabelle 3: Einteilung der zytogenetischen Befunde in Gruppen

Sehr giinstig Isoliert: -Y, del(11q)
Giinstig normaler Karyotyp
isoliert: del(5q), del(12p), del(20q)
Doppelanomalien mit del(5q)
Intermediir isoliert: del(7q), +8, i(17q), +19
andere unabhingige Klone und Doppelanomalien
Ungiinstig isoliett: inv(3)/t(3q)/del(3q), -7
Doppelanomalien mit -7 oder del(7q)
komplex: 3 Anomalien
Sehr ungiinstig komplex: mehr als 3 Anomalien
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Tabelle 4: Einteilung in Risikogruppen anhand der Punktwerte aus Tabelle 2 (modifiziert nach
Greenberg et al. (2012))

Risikogruppe Punktwerte Medianes Uberleben | Mediane Zeit bis 25%

in Jahren AML Transformation
in Jahren

Sehr geringes Risiko (very | < 1,5 8,8 nicht erreicht

low risk)

Geringes Risiko  (Jow | >1,5-3 5,3 10,8

risk)

Intermediires Risiko | >3-45 3,0 32

(zntermediate risk)

Hobhes Risiko (bigh risk) | > 4,5-6 1,6 1,4
Sehr hohes Risiko (very | > 6 0,8 0,7
high risk)

1.1.4 Genetik bei MDS

Genetische Faktoren sind bei der Entstehung und Entwicklung von Myelodysplastischen
Syndromen von grofler Bedeutung: in bis zu 70% der MDS-Patienten finden sich
zytogenetische Aberrationen, die einen Finfluss auf den Verlauf der Erkrankung und die
Prognose haben (Giagounidis and Haase 2013). Dabei gibt es allerdings nicht eine
krankheitsdefinierende Verdnderung wie die t(9;22) bei der chronisch myeloischen Leukimie
(CML), sondern eine grof3e Gruppe verschiedener Aberrationen. Hiufig handelt es sich bei
diesen zytogenetischen Verinderungen um unbalancierte Anomalien wie Deletionen,
Trisomien oder Monosomien. Die haufigste zytogenetische Verinderung ist die Deletion des
langen Arms des Chromosoms 5, del(5q). Diese Veranderung ist auch die Einzige, die in
ihrer isolierten Form einen eigenen Subtyp definiert (s. Tabelle 1, MDS mit 5q-). Dieser
Subtyp ist mit einer verhiltnisméBig guten Prognose assoziiert (Haase et al. 2007; Greenberg
et al. 2017). AuBlerdem zeigen Patienten mit einem isolierten 5q-Syndrom ein relativ gutes
Ansprechen auf den Immunmodulator Lenalidomid (Fenaux et al. 2011). Weitere hdufig
betroffene Chromosomen sind die Chromosomen 7, 8, 17, 20 und das Y-Chromsom
(Abbildung 1). Eine Monosomie 7 ist zum Beispiel mit einer schlechteren Prognose assoziiert
(Schanz et al. 2012), wihrend Patienten mit einem Y-Verlust oft einen guten Verlauf zeigen.
Der Verlust des Y-Chromosoms, besonders in groBen Klonen, ist als MDS-typische
Verinderung zu werten, kann aber auch altersassoziiert ohne klonalen Charakter auftreten
(Ganster et al. 2015; Giagounidis and Haase 2020). Einen besonderen Stellenwert haben
sogenannte komplexe Karyotypen, bei denen definitionsgemidll drei oder mehr
zytogenetische chromosomale Verinderungen in einem Klon zu finden sind. Diese
Konstellation ist bei 15-20% der MDS-Patienten zu finden und mit einer schlechten

Prognose assoziiert (Haase et al. 2007; Schanz et al. 2011). Diese Patienten weisen ein
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erhohtes Risiko fiir eine Transformation in eine AML auf (Greenberg et al. 1997). Auch
innerhalb der Gruppe der komplexen Karyotypen zeigen sich signifikante Unterschiede
zwischen Patienten mit drei Aberrationen und solchen mit mehr Verinderungen: Haase und
Kollegen (2007) konnten ein signifikant kiirzeres medianes Gesamtiibetleben (overall survival,
OS) fir Patienten mit sechs Aberrationen (5 Monate) im Vergleich mit solchen mit vier oder
finf Aberrationen (9 Monate) und komplexen Karyotypen mit drei Verinderungen (17
Monate) nachweisen. Aufgrund dieser Erkenntnisse werden komplexe Karyotypen mit drei
Anomalien im IPSS-R in die zytogenetische Risikogruppe ,,unglinstig® eingestuft, wahrend
solche mit mehr als drei Aberrationen als einzige Konstellation in die Kategorie ,,sehr
ungiinstig® fallen und somit den unglinstigsten Prognosefaktor darstellen (s. Tabelle 2)
(Schanz et al.  2011; Greenberg et al. 2012; Schanz et al. 2012).

320
Zytogenetische Anomalien

240 B isoliert [ +1 komplex

N = 2124 Patienten
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+3 I
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o o
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Abbildung 1: Zytogenetische Anomalien bei MDS (nach Haase et al. (2007))

Im Bereich der molekulargenetischen Verinderungen zeigen neuere Arbeiten, dass in 78%
der Patienten mit MDS mindestens eine Mutation mit onkogenetischem Potential zu finden
ist (Papaemmanuil et al. 2013). Gro3e Sequenzierungs-Studien haben einen Katalog der am
hiufigsten mutierten Gene erstellt, die vor allem im Bereich der DNA-Methylierung, des
RNA-Splicings oder der DNA-Reparaturmechanismen angesiedelt sind (Abbildung 2). Als
besonders hiufig betroffene Gene sind DNMT3A, TET2, ASXI.1, RUNXT, SRSF2, SF3B1,
EZH?2 und TP53 zu nennen, von denen lediglich Mutationen in SF3B7, welche zu den mit
Abstand haufigsten Mutationen gehoren, mit einer guten Prognose in Verbindung gebracht
werden (Bejar et al. 2011; Papaemmanuil et al. 2013; Haferlach et al. 2014).
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Abbildung 2: Molekulargenetische Anomalien bei MDS (nach Haferlach et al. (2014); Papaemmanuil et
al. (2013))

Eine Mutation, die mit einer schlechteren Prognose und einem signifikant verkiirzten
Uberleben einhergeht, ist die des Gens TP53. TP53 liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 17 und kodiert fir das Tumorsuppressor-Protein p53, das als ,,Wachter des
Genoms® die Aktivierung der Apoptose nach DNA-Schiadigungen reguliert. Bei MDS
Patienten ist TP53 in ungefihr 8% der Fille mutiert (Bejar et al. 2014) und fihrt neben einem
verklrzten Gesamtiiberleben auch zu einer schnelleren Transformation in eine AML.
AuBlerdem sind TP53 Mutationen signifikant mit dem Auftreten komplexer Karyotypen
assoziiert: Ca. 44% der Patienten mit komplexen Karyotypen weisen mindestens eine
Mutation von TP53 auf (Schaab et al. 2016). Fir diese Gruppe der Patienten mit komplexem
Karyotypen und TP53-Mutationen konnten Bejar et al. (2011) auch ein signifikant verkiirztes
Gesamtiiberleben im Vergleich zu solchen ohne TP53 Mutation feststellen (6 Monate vs. 36
Monate), wobei die Prognose der Patienten ohne Mutation vergleichbar mit der der Patienten

mit unauffilligerer Zytogenetik war.

Des Weiteren sprechen TP53-mutierte Patienten schlechter auf diverse Therapien an, wie
zum Beispiel Hoch- und Niedrigdosis-Chemotherapien oder den Einsatz von
demethylierenden Substanzen wie Azacitidin (Welch 2018). Auch nach einer allogenen
Stammzelltransplantation, die die einzige kurative Therapiecoption fur MDS-Patienten
darstellt, zeigen Patienten mit solchen Mutationen schlechtere Verldufe und ein erhdhtes
Risiko fiir Rezidive (Lindsley et al. 2017). TP53 Mutation sind aufgrund dieser Grinde als

prognostisch besonders ungtinstiger Risikofaktor anzusehen.



Einleitung 9

1.2 Klonale Himatopoese

Mit der zunehmenden Verfiigbarkeit von molekulargenetischer Diagnostik kommt es zu
stetig neuen Erkenntnisgewinnen im Bereich der genetischen Grundlage in der Pathogenese
verschiedener Erkrankungen. GrofBle Sequezierungsstudien konnten 2014 zeigen, dass
Mutationen in Genen, die mit verschiedenen neoplastischen Erkrankungen in Verbindung
gebracht werden, auch in Menschen héheren Alters ohne manifeste Diagnose zu finden sind
(Genovese et al. 2014; Jaiswal et al. 2014). Genovese et al. (2014) fanden klonale genetische
Verinderungen in 10% ihrer tber 65-Jdhrigen gesunden Probanden, bei Jaiswal et al. (2014)
waren es in der Gruppe der 70 bis 79 Jahrigen 9,5% und bei den tber 90-Jdhrigen sogar
18,4%. Steensma et al. (2015) fithrten daraufhin den Ausdruck der ,,clonal hematopoiesis of
indeterminate potential* (kurz ,,CHIP®), Gbersetzt mit ,,klonale Himatopoese unbestimmten
Potentials, fur dieses Phinomen ein. Die am hiufigsten betroffenen Gene sind dabei
DNMT3A, TET2 und ASXL1, welche schon linger mit MDS assoziiert werden, aber auch
das bis dahin noch wenig im Zusammenhang mit himatologischen Erkrankungen
untersuchte PPM7D und TP53 (Genovese et al. 2014; Jaiswal et al. 2014; Sperling et al. 2017).
Patienten mit CHIP haben ein erhohtes Risiko, an einer himatologischen Neoplasie wie
MDS oder AML zu erkranken, allerdings betragt dieses Risiko nur 0,5-1% pro Jahr (Steensma
et al. 2015). AuBlerdem fand sich bei betroffenen Patienten ein signifikant erhéhtes Risiko
tir kardiovaskulire Krankheiten und ischdmische Schlaganfille und eine damit verbundene

erthohte Gesamt-Mortalitit (Jaiswal et al. 2014).

Die Diagnosekriterien fiir CHIP unterscheiden sich insofern von denen des MDS, dass
keinerlei weitere Erkrankungshinweise vorliegen durfen. Wihrend zur Diagnose eines MDS
noch Dysplasien, Zytopenien und zyto- oder molekulargenetische Verinderungen
vorhanden sein missen, wird CHIP dann diagnostiziert, wenn auller der klonalen
Verinderung in einem der beschriebenen Gene keine Zeichen einer himatologischen
Systemerkrankung zu finden sind. In der schwedischen Kohorte von Genovese et al. waren
Mutationen im Gen PPM7D besonders hiufig, welches bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht
im Zusammenhang mit Erkrankungen des blutbildenden Systems untersucht worden war
(Genovese et al. 2014).

Das Gen PPM1D liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 17, genauer an Position 17g23.
Es codiert fur das Protein Wip1, welches in den p53-Signalweg eingeschaltet ist. Es hemmt
sowohl auf direktem als auch auf indirektem Weg p53, indem es dieses dephosphoryliert,
sodass es durch Ubiquitinierung dem Proteasom zum Abbau zugefthrt werden kann. Dies
fihrt zu einer Inhibition der apoptoseinduzierenden Wirkung von p53 und somit zu einer
abgeschwichten Zellprotektion. Mutationen in PPM7D sind schon linger bekannt im
Zusammenhang mit Mamma- und Ovarialkarzinomen sowie bei Hirnstamm-Glioblastomen
(Steensma et al. 2015). Die in diesen Entitdten beschriebenen Mutationen liegen haufig im
Exon 6, dem letzten Exon des Gens, und fiithren zu einer Steigerung der Aktivitit von Wip1
(Akbari et al. 2014; Hsu et al. 2018). Durch diese Gain-of-Function-Mutationen kommt es zu
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einer pathologisch gesteigerten Inhibition von p53, sodass es zum Ausfall wichtiger
Schutzfunktionen bei Mutationen und DNA-Schiden kommt. Mutationen dieser Art sind
auch bei CHIP-Patienten zu finden, ohne dass sie zum Ausbruch einer manifesten

himatologischen Systemerkrankung fuhren.

1.3  Aufgabenstellung

Mit den Arbeiten von Genovese et al. (2014) und Jaiswal et al. (2014) ruckten klonale
Verinderungen in himatopoetischen Stammzellen, die in ansonsten gesunden Patienten zu
finden sind, in den Fokus der Forschung. PPM7D war bis dahin noch nicht im
Zusammenhang mit himatologischen Erkrankungen untersucht worden. Panagiotta et al.
(2018) fanden 2018 5% PPM7D-Mutation in einer Kohorte von MDS-Patienten mit 5q-
Syndrom. Lindsley et al. (2017) konnten nachweisen, dass solche PPM7D-Mutationen
vermehrt in Patienten mit sekundiren, therapieassoziierten Neoplasien zu finden sind,
nimlich in ca. 15%. Vor allem nach Exposition durch platinhaltige Zytostatika und Etoposid
sowie nach Bestrahlung lisst sich eine erhhte Rate an PPM7D-Mutation feststellen (Hsu et
al. 2018).

In einer Kohorte komplex aberranter MDS-Patienten mit oder ohne TP53-Verinderung
wurde zusdtzlich eine Analyse auf Einzelnukleoid-Polymorphismen (singe nucletoid
polymorphisms, SNP), eine sogenannte SNP-Array-Untersuchung durchgefiihrt, die auffillig
hiufig eine Affektion des langen Arms des Chromosoms 17 zeigte. Da solche Patienten mit
komplex aberranten Karyotypen eine bedeutend schlechtere Prognose und ein erhéhtes
Risiko zur Transformation in eine AML zeigen (Greenberg et al. 1997), ist es von groflem
Interesse, die Pathogenese dieser Ansammlung von Anomalien zu verstehen. In fast 50%
der Patienten mit solchen Karyotypen kann man Mutationen in TP53 finden (Schaab et al.
2016; Greenberg et al. 2017). In Verbindung mit den Daten aus den CHIP-Studien, die
PPM1D als haufig mutiertes Gen aufzeigen, werfen die erhobenen SNP-Array-Daten die
Frage auf, ob Mutationen von PPM7D eine mégliche Alternative zu TP53 als potentiellem
Driver in der Entwicklung von komplexen Karyotypen darstellt. Bislang ist tber PPM7D-
Varianten bei MDS-Patienten mit diesem Subtyp noch nichts bekannt.

Auch TP53 ist weiterhin ein wichtiges Thema in der aktuellen himatologischen Forschung.
So wurde von Bernard et al. (2020) veroffentlich, dass der Status der TP53-Mutation, wie das
Vorliegen einer einzelnen oder mehrerer TP53-Mutationen, einen Einfluss auf die Prognose
der Patienten hat. Auch die KlongroBe von nachgewiesenen TP53-Mutationen scheint nach
Sallmann et al. (2016) sowie Haase et al. (2019) fir den Verlauf der Erkrankung bei MDS-
Patienten mit komplexen zytogenetischen Verinderungen relevant zu sein. Uber diese
Faktoren ist abgesehen von den beiden genannten Vertffentlichungen noch nicht viel
erforscht. Auch ein Zusammenhang zwischen TP53- und PPM7D-Mutationen ist noch nicht
abschlieBend geklart.
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In dieser Atbeit soll der Stellenwert von PPM7D-Mutationen bei MDS-Patienten mit
komplex aberranten Karyotypen festgestellt werden. Dazu wird eine gut charakterisierte
Kohorte von Patienten mit MDS, chronisch myelomonozytirer Leukimie (CMML) und
sekundirer AML (sAML) auf Verinderungen in PPM7D untersucht. Es soll die Privalenz
solcher Verdnderungen in dieser Kohorte festgestellt werden, sowie die Auswirkung dieser
auf den Krankheitsverlauf und das Uberleben der Patienten. Um Erkenntnisse tiber die
Auswirkung eventueller Verinderungen auf komplexe Karyotypen gewinnen zu kénnen,
wird aullerdem ein  kleineres  Vergleichskollektiv ohne komplex aberrante
Chromosomenanomalien untersucht. Des Weiteren soll der Einfluss von TP53-Mutationen
genauer betrachtet werden, um innerhalb der Gruppe der Patienten mit verindertem TP53
Unterschiede zu finden, die Auswirkungen auf das Uberleben und den Krankheitsverlauf der
Patienten haben und eine genauere Prognoseabschitzung erlauben kénnten. Dazu soll auch
ein eventuell bestehender Zusammenhang zwischen PPM7D- und TP53-Mutationen speziell

bei Patienten mit komplexem Karyotyp untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Eine Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Bezeichnung Firma und Firmensitz
Filter Tips, 1-10 ul Filterspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf
Filter Tips, 10-100 pl Filterspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf
Filter Tips, 10-200 pl Filterspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf
Filter Tips, 100-1000 ul Filterspitzen Biozym, Hessisch Oldendorf
SafeSeal Gefil3, 1,5 ml Reaktionsgefil3 Sarstedt, Nurnbrecht
Reaktionsgefif3 0,5 ml Reaktionsgefil3 Sarstedt, Niirnbrecht
Sapphire Microplate 96W 96 Well PCR Platte Greiner Bio-One,
Kremsmiunster, Osterreich
Adhisive gPCR Folie 96 Well PCR Platten Folie Sarstedt, Nurnbtrecht
Multiply-pStrip 8er Kette Reaktionsgefil3 Sarstedt, Niirnbrecht

2.1.2 Reagenzien

Die eingesetzten Reagenzien sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien

Produkt

Bezeichnung

Firma und Firmensitz

QIAseq  Targeted DNA

Custom Panel

Reagenzien-Kit

QIAGEN, Hilden

QIAseq 96-Index 1 set A

Reagenzien-Kit

QIAGEN, Hilden

Cartridge

MiniSeq High Output Reagent | Kartusche Illumina, San Diego,
Cartridge Kalifornien, USA
MiniSeq Mid Output Reagent | Kartusche Illumina, San Diego,

Kalifornien, USA
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Produkt Bezeichnung Firma und Firmensitz
PhiX Control Kit v3 Qualititskontrolle Illumina, San Diego,
Kalifornien, USA

HotStarTaq Plus DNA Polymerase QIAGEN, Hilden

Polymerase (1000)

PCR Buffer 10x PCR-Puffer QIAGEN, Hilden

MgCl, Magnesiumchlorid QIAGEN, Hilden

dNTP mixture Nukleotid-Mischung

Nuclease-free Water Nukleasefreies Wasser

Ethanol Absolut Ethanol Th. Geyer, Renningen
2.1.3 Primer

Die eingesetzten Primer und ihre Sequenzen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Verwendete Primer

Bezeichnung Sequenz (5%-3¢) Fragmentgrofle der
(F: forward, R: Produkte (bp)
reverse)

TP53 Exon 4 F | ACAACGTTCTGGTAAGGACAAGGG 497
(TP53-4F)

TP53 Exon 4 R | GGGTGAAGAGGAATCCCAAAGTTC 497
(TP53-4R)

TP53 Exon 5/6 F | CTCCTGAGGTGTAGACGCCAACTC 621
(TP53-5-6F)

TP53 Exon 5/6 R | CAGCAGGAGAAAGCCCCCCTACTGC 621
(TP53-5-6R)

TP53 Exon 7 F | CCTCCCCTGCTTGCCACAGGTCTCC 427
(TP53-7F)

TP53 Exon 7 R | CCCTTGTCCTTTCTGGAGCCTAAGC 427
(TP53-7R)

TP53 Exon 8/9 F | GGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGG 501
(TP53-8-9F)

TP53 Exon 8/9 R | GATGGCAAATGCCCCAATTGCAGG 501
(TP53-8-9R)
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Bezeichnung
(F: forward, R:

reverse)

Sequenz (5°-3¢)

Fragmentgrole der
Produkte (bp)

TP53 Exon 10 F
(TP53-10F)

GCTGTATAGGTACTTGAAGTGCAG

380

TP53 Exon 10 R
(TP53-10R)

GCAGGGCTGGGACCCAATGAGATG
G

380

PPM1D Exon 1-1 F
(PPM1D-1-1F)

GACAAGTCCAGACATCGCGC

365

PPM1D Exon 1-1 R
(PPM1D-1-1R)

GGCCTTTCCCCGAGACTTC

365

PPM1D Exon 1-2 F
(PPM1D-1-2F)

CGAACCGACGGCTGAAGAAA

433

PPM1D Exon 1-2 R
(PPM1D-1-2R)

AGCCCTGAACTGCCTGAAAA

433

PPM1D Exon 2 F
(PPM1D-2F)

TGCCATTTGTATCCTGACAGTGT

394

PPMi1D Exon 2 R
(PPM1D-2R)

CAGTAAAAGGGACAGTAGTAGGT

394

PPMi1D Exon 3 F
(PPM1D-3F)

CTCTCTGAACAGGAATTTTGGCT

375

PPMi1D Exon 3 R
(PPM1D-3R)

AGGGTTTAGTTCTGTCTCCTCT

375

PPMID Exon 4 F
(PPM1D-4F)

CTGTTGCTGTTGTACTATTAGCTTCC

363

PPM1D Exon 4 R
(PPM1D-4R)

TGCAAAAATCTACCCAAGGTCAATG

363

PPMi1D Exon 5 F
(PPM1D-5F)

GAGCTTTGTTTGGGCCACAG

425

PPMi1D Exon 5 R
(PPM1D-5R)

TGTTTCCAGGTGACGCTAAC

425
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Bezeichnung Sequenz (5°-3°) Fragmentgrole der
(F:  forward, R: Produkte (bp)
reverse)

PPM1D Exon 6-1 F | AGTGAATGCATACCCCGTTT 421
(PPM1D-6-1-F)
PPM1D Exon 6-1 R | GGCCAGGAGTTGACATCTTCA 421
(PPM1D-6-1R)
PPM1D Exon 6-2 F | ACCACTTGAAGAAAATTGCGCT 349
(PPM1D-6-2F)
PPM1D Exon 6-2 R | CTTCTGGCCCCTAAGTCTGC 349
(PPM1D-6-2R)
PPM1D Exon 6-3 F | GTCTCCCCACAACCTCACAG 284
(PPM1D-6-3F)
PPM1D Exon 6-3 R | AAGCAAGTACAAGGCCAGGA 284
(PPM1D-6-3R)

2.1.4 Gerite

Die verwendeten Gerite sind in Tabelle 8 gelistet.

Tabelle 8: Verwendete Gerite

Gerit Bezeichnung Firma und Firmensitz

Rotixa 50RS Zentrifuge Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen

Heraeus Fresco 17 Tischzentrifuge Thermo  Fisher  Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

UVT-B-AR Werkbank Grant Instruments, Shepreth,
UK

Phoenix SR-VA10 Vortexer Rettberg, Gottingen

Thermocycler Veriti PCR-Cycler Applied Biosystems, Waltham,

Massachusetts, USA

Qubit DNA-Messgerit Thermo  Fisher  Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA
MiniSeq Sequenzierer Tllumina, San Diego,

Kalifornien, USA

QIAsymphony

DNA-Aufbereiter

QIAGEN, Hilden
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Gerit Bezeichnung Firma und Firmensitz

Fragment Analyzer Elektrophorese-Gerit Advanced Analytical,
Heidelberg

Eppendorf Research  Plus | Pipette Eppendorf, Hamburg

Pipette, Einkanal, 0,5-10 pl

Eppendorf Research  Plus | Pipette Eppendorf, Hamburg
Pipette, Einkanal, 10-100 pl

Eppendorf Research  Plus | Pipette Eppendorf, Hamburg
Pipette, Einkanal, 20-200 pl

Eppendorf  Research  Plus | Pipette Eppendorf, Hamburg
Pipette, Einkanal, 100-1000 ul

2.2 Patienten und Einschlusskriterien

Die Patientenkohorte setzt sich aus zwei Gruppen zusammen: Die eine Gruppe besteht aus
115 Patienten mit MDS, CMML oder sekundirer AML aus MDS, die alle einen komplexen
Karyotypen aufweisen. Die zweite Gruppe ist zusammengesetzt aus 40 Patienten mit
denselben Erkrankungen, allerdings mit normalem oder nicht komplex verindertem
Karyotypen. Als Untersuchungsmaterial diente entweder peripheres Blut oder Knochenmark
der Patienten, das zwischen 2007 und Februar 2020 im Labor fiir Individuelle
Genomdiagnostik  fir ~ Himatologie und  Onkologie  (INDIGHO-Labor) der
Universititsmedizin  Gottingen untersucht wurde. Die klinische Behandlung und

weiterfiihrende Betreuung der Patienten erfolgten in folgenden Zentren:

Klinik fir Himatologie und Medizinische Onkologie, Universititsmedizin Go6ttingen;
Medizinische Klinik I, Universititsklinikum Carl Gustav Carus der TU Dresden;
Klinik fir Himatologie, Onkologie und Klinische Immunologie, Universititsklinikum
Dusseldotf;

Klinik fiir Himatologie, Onkologie und Palliativmedizin, Marien Hospital Dusseldorf
Klinik fiir Himatologie, Onkologie und Stammzelltransplantation, Asklepios Klinik St.
Georg, Hamburg;

Onkologische Gemeinschaftspraxis, Kassel;

Klinik fir Stammzelltransplantation, Universititsklinikum Hamburg Eppendotf;
Klinik fir Innere Medizin 111, Universititsklinikum Ulm;

Hufeland Klinikum, Muhlhausen;

Klinik fir Himatologie und Medizinische Onkologie, Universititsklinikum Frankfurt;
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MVZ Himatologie und Onkologie Northeim;

Facharztzentrum fir Onkologie und Rheumatologie Alsfeld,;

Onkologische Schwerpunktpraxis, Hildesheim;

III. Medizinische Klinik, Himatologie und Internistische Onkologie, Universititsklinikum
Mannheim,;

Klinik fir Innere Medizin I1I, Himatologie und Onkologie, Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitit Minchen,;

MVZ Himatologie und Onkologie, Kathologische Hospitalvereinigung Weser-Egge, Hoxter
Medizinische Klinik II, Klinikum Wolfsburg;

Abteilung fir Himatologie und Internistische Onkologie, Universititsklinikum Leipzig;
Klinik fur Innere Medizin 5, Schwerpunkt Onkologie / Himatologie, Klinikum Nirnberg;
Ambulante Onkologie Ostsachsen, Zittau;

Klinik fiir Himatologie und Onkologie, Pius-Hospital Oldenburg;

Evangelisches Krankenhaus Goéttingen-Weende;

Ambulante Onkologie, MVZ Cloppenburg am St. Josefs-Hospital Cloppenburg;

Klinik fiir Himatologie und Onkologie, Palliativmedizin, Klinikum Bad Hersfeld;

Klinik fiir Himatologie und Stammzelltransplantation, Helios Klinikum Berlin-Buch;
Medizinische Klinik I, Klinikum Bremen-Mitte;

Onkologische Schwerpunktpraxis, Gottingen;

Lungenfachklinik Immenhausen;

Universititsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin IV, Universititsklinikum Halle;
Abteilung fir Innere Medizin, Eichsfeld Klinitkum Heiligenstadt;

Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin III, Universititsklinikum Regensburg.

Die Patienten ohne komplex-aberrante zytogenetische Verinderungen wurden aufgrund
besserer Nachverfolgungs- und Charakterisierungsmdéglichkeiten zum grof3ten Teil aus der

Universititsmedizin Gottingen akquiriert.

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Die
Patientendaten stammen aus den jeweiligen Patientenakten. Wurde die genetische Analyse
nicht im Rahmen der Patientenversorgung durchgefithrt, wurde als Material zur
Durchfthrung der Untersuchung Restmaterial genutzt, das von Routineuntersuchungen
tbriggeblieben war. Die Patienten wurden tber die Verwendung ihrer Proben fiir

wissenschaftliche Zwecke aufgeklirt und haben darin schriftlich eingewilligt.
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Die Sicherung der Diagnosen MDS, CMML oder sAML aus MDS erfolgte klinisch
morphologisch und zytogenetisch. Wichtigstes Einschlusskriterium war neben der Diagnose
einer der genannten Erkrankungen das Vorliegen einer Chromosomenbinderungsanalyse
(CBA), aus dem ein verwertbarer Karyotyp ausgelesen werden konnte. Zeigten sich drei oder
mehr Verdnderungen, wurde der Patient in die Gruppe der komplexen Karyotypen eingeteilt.
War dies nicht der Fall und es fand sich ein normaler Karyotyp oder einer mit weniger als
drei Anomalien, wurde der Patient in die Kontrollgruppe ohne komplexe Aberrationen
eingegliedert. Zum Teil wurde zur Kontrolle und Verifizierung des Karyotyps eine multicolonr-

Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung (mFISH) durchgefiihrt.

2.3 Methoden

2.3.1 Chromosomenbinderungsanalysen

Das wichtigste Einschlusskriterium fiir die Studie war das Vorhandensein einer vollstindigen
und verwertbaren Chromosomenbinderungsanalyse (CBA). Durch diese Untersuchung
wurde der Karyotyp der Patienten bestimmt und die zytogenetischen Anomalien analysiert.
Als Untersuchungsmaterial dienten Knochenmarkskulturen der jeweiligen Patienten, aus
denen Metaphase-Chromosomen gewonnen wurde. Diese wurden mittels Giemsa-Farbung
gefirbt. Das Vorgehen richtet sich hierbei nach der durch Haase et al. (1995) beschriebenen
Methode.

Die Ergebnisse der CBA diente als Grundlage zur Erstellung der Karyotyp-Formel gemil3
den 2016 aktualisierten Richtlinien des Internationen Standing Commitee of Human
Cytogenomic Nomenclature (ISCN) (McGowan-Jordan und Schmid 2016). Die Festlegung
der Formel erfolgte durch erfahrene Zytogenetiker. Darstellungen von beispielhaft

ausgewihlten CBA-Untersuchungen finden sich in den Abbildungen 3 und 4.
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Abbildung 3: Konventionelle Chromosomen-Binderungsanalyse eines Patienten mit normalem

Karyotypen (46, XY)
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Abbildung 4: Konventionelle Chromosomen-Binderungsanalyse eines Patienten mit komplexem
Karyotypen (46,XY,der(5;17) (p10;q10),t(6;11)(q12;q22),del(7)(q21935),+8)

2.3.2 Interphase Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) handelt es sich um ein Verfahren zum
Nachweis des Vorhandenseins bestimmter Genloci. Dabei werden bestimmte
fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden eingesetzt, die an den zu untersuchenden Interphase-
Chromosomen komplementir binden. Die Bindung dieser Sonden kénnen mit einem
Fluoreszenz-Mikroskop beurteilt werden. Die KM- oder pB-Zellen wurden mit einem
Sondenpanel, das speziell fir myeloische Neoplasien zusammengestellt wurde, untersucht.
Dieses Panel umfasst unter anderem auch Sonden, die den Gen-Locus von TP53 auf
Chromosom 17p13 und den des Gens EGRT, welches als Marker fiir Deletionen von 5q
eingesetzt wird, beurteilbar machen. Die FISH-Untersuchung wurde gemil3 Braulke et al.
(20105 2013; 2015) durchgefihrt. Ein Beispiel fir eine Interphase-FISH-Untersuchung ist in
Abbildung 5 dargestellt.

2.3.3 Multicolour-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Bei uneindeutigen Ergebnissen oder weitergehender Untersuchung der Zytogenetik des
Patienten erfolgte eine Analyse mittels multicolonr-FISH (mFISH). Dabei erfolgt die
Vorgehensweise analog zur konventionellen FISH-Untersuchung, allerdings werden hierbei
unterschiedlich fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden gleichzeitig hybridisiert. Beim 24-
Farben-mFISH werden Sonden fiir jedes der Chromosomen eingesetzt, sodass
Chromosomen und einzelne Segmente besser unterschieden und nach ihrem Ursprung
beurteilt werden kénnen. Durch die so mégliche Aufschlisselung des Ursprungs von zum
Teil balancierten Translokationen und Fusionen oder Chromosomenfragmenten kann die in

der CBA festgestellte Karyotyp-Formel Uberprift und gegebenenfalls korrigiert werden.
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Beispiele fiir die mFISH-Analysen sind in den Abbildungen 6 und 7 zu sehen.

Abbildung 5: Interphase FISH mit p53-Sonde Links im Bild eine normale Zelle, rechts eine mit Vetlust
von 17p13 (p53-Allelverlust); rot: TP53, griin: NF1, Kontrollsonde

Abbildung 7: mFISH eines méinnlichen Patienten mit komplex aberrantem Karyotypen
(46,XY,der(5;17)(p10;q10),t(6;11) (q12;922),del(7) (q21q35),+8)
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2.3.4 Mutationsanalysen von PPM1D und TP53

Zur Analyse der Mutationsstatus der Gene TP53 und PPM7D wurde entweder aus
Knochenmark oder aus CD34+-Zellen, die immunomagnetisch aus peripherem Blut isoliert
und angereichert wurden, mittels Standardmethoden DNA isoliert (Martin et al. 2018).
Verwendet wurden Knochenmarkszellen, fixierte Knochenmarkskulturen (Restmaterial der
Zytogenetik),  Knochenmarksausstriche  (Restmaterial der  Morphologie)  oder
immunomagnetisch angereicherte CD34+-Zellen aus pB. Bei Proben mit geringer DNA-
Konzentration wurde eine Amplifikation des gesamten Genoms, eine sogenannte whole
genome  amplification (WGA) durchgefithrt. Durch dieses Verfahren wird das genetische
Material der Probe unspezifisch und reprasentativ vervielfaltigt. Die Durchfiihrung der
WGA erfolgte unter Zuhilfenahme des REPLI-g genomic Amplification Kits von
QIAGEN. Untersucht wurden die Exons 1 bis 6 des Gens PPM7D und die Exons 4 bis 10
des Gens TP53. Nach Amplifikation der relevanten Genorte wurde eine DNA-Bibliothek
hergestellt. Diese wurde auf einem Hochdurchsatzinstrument der Firma Illumina
sequenziert. AnschlieBend erfolgten eine bioinformatische Datenauswertung und

molekularbiologische Bewertung der Varianten.

2.3.4.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die zu untersuchenden Gene wurden mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain
reaction, PCR) amplifiziert. Fir die Etablierung dieser Methode wurden verschiedene
Multiplex-PCR-Ansitze tberprift, um die Gene PPM7D und TP53 in moglichst wenigen
Ansitzen gleichzeitig zu amplifizieren. Allgemein wird bei einer PCR eine Probe erst auf iiber
90°C erhitzt, um die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den DNA-Stringen zu
zerstoren. Diese Phase wird Denaturierungsphase genannt. In der anschlieBenden Phase der
Primerhybridisierung (annealing) wird die Temperatur auf ca. 55-65°C gesenkt, um den vorher
zugefiigten spezifischen Primern ein Binden an den DNA-Strang zu erméglichen. In der
darauffolgenden Elongations-Phase wird die DNA ausgehend von den bereits gebundenen
Primern durch eine Polymerase amplifiziert. Dabei wird die Temperatur auf das Optimum
der Polymerase angepasst, das meistens um ca. 70°C liegt. Diese drei Phasen werden in

mehreren Zyklen wiederholt und dadurch die gewtinschten DNA-Bereiche vervielfiltigt.

Im Folgenden ist die Amplifizierung fur PPM7D im Detail dargestellt. Fur die Multiplex-
PCR zur Amplifizierung der Exons 1-6 des Gens PPM1D hat sich die Herstellung von zwei
Mastermixen als optimal herausgestellt. Der eine Mastermix deckte die Exons 1-3 ab, der
andere die Exons 4-6. Die Primer wurden im Verhiltnis 1:10 verdinnt und in zwei
Reaktionsgefile tberfithrt, eines fir jeden Mastermix. Die Zusammensetzung des
Mastermixes errechnete sich an der Zahl der im jeweiligen Lauf zu amplifizierenden Proben.
Im Folgenden wird beispielhaft das Schema fiir einen Ansatz mit zehn Patientenproben,

einer Positiv- und einer Negativkontrolle dargestellt.
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Fir jeden Lauf werden zwei Reaktionsgefi3e fiir die zwei Mastermixe mit den jeweiligen
Primersitzen bereitgestellt. In beide werden je 254 ul Nuklease-freies Wasser, 32 ul PCR-
Puffer mit MgCl, und 6,4 ul 10 mM Desoxynukleotidtriphosphat(dNTP)-Mix pipettiert.
AnschlieBend wurden 20,5 pl der Primer-Mixe, die sowohl die forward- als auch die reverse-
Primer enthielten, zugeftgt. In einen der Ansitze wurde der Primer-Mix mit den Primern
tir die Exons 1-3, in den anderen der Mix mit den Primern fiir die Exons 4-6 gegeben. In
einem letzten Schritt wurden noch 1,6 ul hitzesensitive Taq DNA Polymerase hinzugefiigt.
Die fertigen Mastermixe wurden nach kurzem Vortexen in eine 96-Well-PCR-Platte
Uberfihrt, je 26 pl pro Well. Fir die Amplifizierung von TP53 wurde analog vorgegangen,

lediglich die Primer wurden angepasst.

Zur Amplifizierung der Gen-Sequenzen wurden pro Patient zweimal 50 ng DNA benétigt.
Wenn mdglich wurden die Proben auf eine Konzentration von 50 ng/ul eingestellt, wobei
sich die Berechnung nach der Formel ¢i x Vi = ¢z x V. richtete. In dieser Gleichung stellt ¢;
die Ausgangskonzentration und Vi das Ausgangsvolumen dar. Fir ¢, wurde die gewiinschte
Konzentration von 50 ng/pl eingesetzt, sodass das noch hinzuzufiigende Volumen V,
berechnet werden konnte. Betrug die DNA-Konzentration weniger als 50 ng/ul, wurde
entweder mehr Volumen der Probe -eingesetzt oder eine WGA durchgefihrt.
Die je 50 ng DNA pro Patient und Mastermix wurde anschlieBend in die bereits
vorbereiteten Wells pipettiert. Es wurde genau dokumentiert, welche Probe sich in welchem
Well befand. Als Positivkontrolle wurde eine auf 50 ng/ul eingestellte Referenz-Probe
eingesetzt, in die Negativkontrolle wurde keine DNA pipettiert. AnschlieBend wurde die
PCR-Platte mit einer Spezialfolie sorgfiltig abgeklebt. Nach einer kurzen Zentrifugation, um
etwaige Luftblasen vom Boden der Wells zu 16sen, wurde die Platte in den Thermocycler
gestellt und das Programm gestartet. Der Ablauf des verwendeten Programms ist Tabelle 9
zu entnehmen. Zur Uberpriifung der PCR-Produkte wurde im Anschluss eine

Elektrophorese durchgefiihrt.

Tabelle 9: Ablauf des Taq-HotStar-PCR-Programms des Thermocyclers

Temperatur Inkubationszeit Zyklen
Vorlauf 96 °C 5 Minuten
Denaturierung 96 °C 30 Sekunden 35-malige
Annealing 58 °C 30 Sekunden Wiederholung - der
Schritte 2-4
Elongation 72°C 60 Sekunden
Nachlauf 72°C 10 Minuten

Kihlung 4°C unbegrenzt
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2.3.4.2 Uberpriifung der PCR-Produkte

Zur Qualititssicherung erfolgte die Uberpriifung der PCR-Produkte durch den Fragment
Analyzer der Firma Advanced Analytical. Dazu wurde das DNF-910 dsDNA Reagenz-Kit
genutzt, das auf DNA-Fragmente zwischen 35 und 1500 Basenpaare ausgelegt ist. Je 2 pl der
zu untersuchenden Probe wurden mit 22 ul Dilution Buffer 1X TE vermischt und in eine
96-Well-Platte tberfuhrt. Auf diese Platte wurde auch 20 ul eines Basenpaar-Mal3stabes,
eines sogenannten Ladder, aufgetragen, anhand dessen man nach abgeschlossener Analyse
die GroB3e der DNA-Fragmente ablesen konnte. AnschlieSend wurde die Platte in das Gerit
gestellt, welches vollautomatisiert eine Gelelektrophorese durchfiihrte. Dazu werden die
Proben auf ein Gel aufgetragen, an welches elektrische Spannung angelegt wird. Durch diese
Spannung wandern die negativ-geladenen DNA-Fragmente in Richtung des Pluspols durch
das Gel und bleiben je nach Gréf3e in diesem an verschiedenen Stellen hingen. Durch den
zugefiigten Fluoreszenz-Farbstoff konnen diese DNA-Fragmente im Gel detektiert und
beurteilt werden. Zur Uberpriifung der PCR-Produkte aus der Amplifizierung von PPM7D
wurden die zwei Ansitze pro Patient einzeln uberpriift. Ein beispielhaftes Ergebnis der

Fragment-Analysen ist in den Abbildungen 8 und 9 zu sehen.
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Abbildung 8: Gelelektrophorese durch den Fragment Analyzer der amplifizierten Exons 1-3 des
Gens PPM1D Am rechten Rand ist der Maf3stab in bp (Ladder) zu sehen
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Abbildung 9: Gelelektrophorese durch den Fragment Analyzer der amplifizierten Exons 4-6 des
Gens PPM1D Am rechten Rand ist der MaB3stab in bp (Ladder) zu sehen

2.3.4.3 Next generation sequencing

Nach erfolgreicher Amplifizierung und Uberpriifung der PCR-Produkte durch die
Fragmentsanalyse wurde eine DNA-Library wie von Martin et al beschrieben hergestellt
(Martin et al. 2018). Die Probenvorbereitung erfolgte bei allen bis Juni 2019 analysierten
Proben mithilfe des Nextera XT DNA Sample Preparation Kit der Firma Illumina. Bei spiter
analysierte Proben erfolgte die Herstellung der Library mittels Custom Panel von QIAGEN.
Dazu wurden die Proben mit dem QIAseq Targeted DNA Custom Panel der Firma

vorbereitet.
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Fir die an die Library-Herstellung anschlieBende Sequenzierung wurde die Technik des next
generation sequencing INGS) durch den MiniSeq der Firma Illumina genutzt. Beim NGS handelt
es sich um eine Methode zur Gensequenzierung mit einem sehr hohen Durchsatzpotential.
Das System von Illumina funktioniert dabei nach dem Prinzip seguencing by synthesis. Daftr
werden zuerst die Proben mit einem speziellen Index-Marker markiert. Durch diesen Index-
Marker ist es méglich, die Sequenzierung wieder einem bestimmten Patienten zuzuordnen.
Dies ist notwendig, weil beim NGS viele Proben gleichzeitig in einem Ansatz sequenziert
werden konnen. Den markierten Proben werden bestimmte Adapter angehingt, die
komplementir an vorangebrachte Oligonukleotide auf den sogenannten Flowcells binden,
auf denen die Analyse stattfindet. Nachdem die Proben auf diese Weise vorbereitet wurden,
werden sie auf die Flowcells gegeben, auf denen etliche der bereits erwihnten
Oligonukleotide verankert sind. Von diesen gibt es zwei Varianten, eine fir den forward-
Strang der DNA und eine fur den reverse-Strang. Die zugefiigten DNA-Einzelstringe binden
durch die anhingten Adapter komplementir an die Oligonukleotide auf der Flowcell. Durch
eine Polymerase wird der Strang komplementir an dem gebundenen Einzelstrang
synthetisiert, sodass der komplementire Einzelstrang fixiert vorliegt. Der Originalstrang wird
von dem neu synthetisierten Strang durch Denaturierung abgel6st und ausgewaschen. Der
neue Finzelstrang faltet sich daraufhin um und bindet an die jeweils andere Variante der
Oligonukleotide auf der Flowcell, dessen komplementires Gegenstiick mit synthetisiert
wurde, sodass der Strang binden kann. Eine Polymerase synthetisiert darauthin einen neuen
komplementiren Strang. Nach Losen der Wasserstoffbriickenbindung zwischen diesen zwei
Stringen liegen zwei Arten von Einzelstringen der urspriinglichen DNA vor, ein forward-
und ein reverse-Strang, die fest am Boden der Flowcell verankert sind. Durch Wiederholung
dieses Vorgangs wird eine grofle Zahl an Kopien eines DNA-Fragments am Boden der
Flowcell erstellt. Diese Ansammlung von Kopien einer Probe nennt man Cluster. Dieser
Prozess liuft parallel und wiederholt etliche Male fiir verschiedene DNA-Proben ab, sodass
am Ende dieses Schritts viele verschiedene Sequenzen in mehrfacher Ausfihrung und in

beiden Leserichtungen an die Oligonukleotide als Cluster auf der Flowcell gebunden sind
(Illumina 2020).

In einem nichsten Schritt werden die reverse-Stringe abgel6st und ausgewaschen. Das 3°-
Ende der forward-Stringe wird blockiert, um ungewolltes Binden von Primern zu verhindern.
Dann werden die Startprimer hinzugegeben, die komplementir an das 5*-Ende eines Stranges
binden. Ausgehend von diesem Primer startet der erste Sequenzierungsdurchlauf. Dazu
werden freie Nukleotide zugefiigt, die fluoreszenz-markiert sind, jede Base mit einer
bestimmten Farbe. Diese Nukleotide binden eine nach der anderen an den zu
sequenzierenden Strang und synthetisieren so das komplementire Gegenstick. Jedes Mal,
wenn ein passendes Nukleotid bindet, wird ein basenspezifisches Fluoreszenzsignal
freigesetzt, das aufgezeichnet wird. Die Reihenfolge dieser Signale kann dann in die Sequenz
des DNA-Fragments umgerechnet werden. Die Sequenzierung anhand von

Fluoreszenzsignalen, die bei der Synthese eines komplementiren Strangs freigesetzt werden,
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nennt sich seguencing by synthesis. Der Sequenzierungsprozess lauft bei allen Clustern einer
Flowcell gleichzeitig ab. Nach diesem ersten Durchlauf wird das neu-synthetisierte DNA-
Fragment abgel6st und ausgewaschen. Danach wird ein bestimmter Index-Primer eingesetzt,
der eine Zuordnung der zuvor erfolgten Sequenzierung zu einer bestimmten Patienten-Probe
ermoglicht. AnschlieBend wird das 3-Ende entblockt und der Strang wieder an ein freies
Adaptermolekil an der Oberfliche der Flowcell gebunden, gefolgt von der Synthese des
Gegenstrangs durch eine Polymerase. Die zwei Stringe werden wieder durch Denaturierung
voneinander gelost und diesmal der forward-Strang abgelost und ausgewaschen. Das 3°-Ende
des tibrig gebliebenen reverse-Strangs wird wiederum geblockt und der Prozess des sequencing
by synthesis nun an diesem Strang durchgefiihrt: Ein Primer bindet an die Startsequenz,
fluoreszenz-markierte Nukleotide binden sequenz-spezifisch und die dabei freigesetzten
Signale werden registriert und in die Sequenz des Stranges umgesetzt. Diese
Sequenzierungsphase wird in mehreren Durchldufen, sogenannten Reads, wiederholt, sodass
alle gebundenen Proben-Fragmente mehrere Male und in beide Leserichtungen analysiert
werden (Illumina 2020). Die Zahl der Analysen eines Genabschnittes und somit die
Abdeckung dieses Bereichs wird als Coverage bezeichnet. So generierte Daten werden durch
ein lokales und hauseigenes Pipeline-System in Darstellung gebracht und kénnen so beurteilt

werden.

Die Vorbereitung der Proben und die Initilerung der Sequenzierung durch das MiniSeq-
System der Firma Illumina wurde gemil3 der Verfahrensanweisungen der jeweiligen
Hersteller durch erfahrene Mitarbeiter des INDIGHO-Labors der Universititsmedizin
Gottingen durchgefihrt.

Bei der Etablierung der Multiplex-PCR zur Herstellung der verschiedenen Exons von
PPM1D wurde die mittels Nextera hergestellte Library sequenziert und die Coverage der
Zielregion Gberprift. Diese lag zwischen 300 und 1500 Reads.

Die Analyse von TP53 ist fester Bestandteil der Routine-Diagnostik im INDIGHO-Labor
der Universititsmedizin Goéttingen. Die meisten der untersuchten Patienten durchliefen
bereits vor Aufnahme in die Studie eine routinemiBig durchgefithrte Sequenzierung
verschiedener Gene, die als sogenanntes myeloisches Panel zusammengefasst sind. Die
untersuchten Gene zum Zeitpunkt Februar 2020 sind Tabelle 10 zu entnehmen. PPM7D
wurde dem Panel im Juli 2019 hinzugefugt.

Tabelle 10: Myeloisches Panel des INDIGHO-Labors der Universititsmedizin Gottingen Stand
Februar 2020

Nummer | Gen Exons
1 ABILT 3-6
2 ASXLT 13

3 BCOR 2-15
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Nummer | Gen Exons
4 BCORLT 1-12
5 BRAF 15
6 CALR 9
7 CBL 8-9
8 CDKNZ2A 1-3
9 CEBPA 1
10 CSF3R 14-17
11 CUX1 1-24
12 DNMT3A 1-19
13 EPOR 8
14 ETNKT7 3
15 ETV6 1-8
16 EZH2? 2-20
17 FLT3 14,15, 20
18 GATAT 2
19 GATA2 2-6
20 GNAS 8-9
21 HRAS 2-3
22 IDH1 4-6
23 IDH2 4-6
24 IKZF1 1-7
25 JAR2 12,14
26 JAK3 13
27 KIT 2-18
28 KMTA2 5-8
29 KRAS 2-3
30 MPL 10
31 MYDS§S 3-5
32 NOTCHT1 34
33 NPMT1 11
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Nummer | Gen Exons
34 NRAS 2-3

35 PDGFRA 12,14, 18
36 PHF6 1-10
37 PPM1D 1-6

38 PTPNT11 3,13
39 RAD27 1-14
40 RUNXT7 1-9

41 SETBP1 4

42 SF3B1 13-16
43 SRFES2 1

44 STAGZ2 1-33
45 TET? 3-11
46 P53 2-11
47 U2AF1 7,9

48 Wt 9

49 ZRSR2 1-11

Die Beurteilung der Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit den Bioinformatikern und
Molekularbiologen des Labors. Die Auswertung erfolgte mittels der von Martin et al. (2018)

beschriebenen zn-house-Pipeline.

2.4  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der generierten Daten erfolgte mithilfe des open source
Statistikprogramms ,,R Studio® (RStudio Inc., Boston, MA, USA) und Microsoft Excel
(Microsoft Cooperation, Redmond, WA, USA). Als Programmiersprache wurde ,,R*
verwendet (R Core Team 2018). Zur Berechnung und Erstellung der Graphen wurden iiber
»R“ die Erweiterungspakete ,,Survival® (Therneau and Grambsch 2001; Therneau 2020),
wourvminer  (Kassambara 2019, 2020), ,ggplot2® (Wickham 2016) und ,,ggpubr®
(Kassambara 2020) genutzt.

Die Signifikanz-Uberpriifung der Patientencharakteristika wurde mit verschiedenen Tests
durchgefiihrt. Fir kategorische Faktoren wie das Geschlecht wurde der Exakte Fisher-Test

verwendet, bei metrischen Parametern wurde ein Wilcoxon-Paarvergleichstest angewandt.
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Beim Vergleich mehrerer Gruppen gegeneinander fand ein Kruskal-Wallis-Test
Verwendung. Vor Anwendung der jeweiligen Tests wurde ein Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung durchgefithrt. Da diese bei den getesteten Faktoren nicht vorlag, wurden
Tests fur nicht-parametrische Vergleiche angewandt. Eine Korrektur der p-Werte fur

mehrfache Vergleiche wurde nicht durchgefihrt.

Das mediane Uberleben der Patienten wurde bei Patienten mit komplexem Karyotyp vom
Zeitpunkt der Erstdiagnose der cA, bei Patienten ohne cA vom Zeitpunkt der Erkrankungs-
Erstdiagnose bis zum Todesdatum berechnet, unabhingig von der Todesursache. Patienten,
die zum Zeitpunkt der Auswertung und des letzten Kontakts noch am Leben waren, wurden
zensiert. Im Falle einer erfolgten allogenen Stammezelltransplantation wurde ebenfalls eine
Zensur vorgenommen, bei Rezidiv und zweiter Transplantation wurde das Datum der ersten

Transplantation als Zensurdatum verwendet.

Zur graphischen Darstellung des medianen OS wurden nach den Methoden von Kaplan und
Meier Uberlebenskurven erstellt. Einzelne Gruppen wurden mithilfe eines Log-Rank-Tests

verglichen.

Um den Einfluss einzelner Faktoren auf das Uberleben und ihre Rolle als unabhingiger
Risikofaktor zu uberprifen, wurde eine Cox-Regressionsanalyse angewandt. In zwei
Schritten wurden erst Einzelparameter auf Signifikanz getestet, bevor diese einer
univarianten Analyse zugefithrt wurden. Eine Korrektur der p-Werte auf mehrmaliges Testen
wurde nicht durchfithrt. Anhand der aus den Analysen resultierenden Hazard Ratios (HR)
und ihren Konfidenzintervalle (KI) konnte der Einfluss der einzelnen Parameter auf das
mediane OS abgeschitzt werden, was als Hinweis dient, um diese Faktoren als unabhingige
Risikofaktoren bewerten zu kénnen. Genauere Ausfithrungen dazu sind in der Diskussion

(Kapitel 4.1) nachzulesen.
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3  Ergebnisse

31 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 155 Patienten identifiziert und charakterisiert, davon 115/155 mit
komplexen zytogenetischen Aberrationen und 40/155 ohne solche. Bei sieben dieser
Patienten lagen keine Informationen tiber das Uberleben und den letzten Kontakt vor,

weshalb 148 Patienten in die Uberlebensanalysen eingeschlossen wurden.

Die Alterspanne in der Gruppe der Patienten mit komplexen Anomalien (cA) lag bei 29 bis
90 Jahren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der Erkrankung mit komplexem Karyotypen, das
mediane Alter lag hier bei 72 Jahren. 69 Patienten waren minnlich (60%) und 46 Patienten
weiblich (40%). Bei 73/115 Patenten wurde ein MDS diagnostiziert (63,5%). Die
Aufschlisselung der Subtypen gemill der WHO-Klassifikation findet sich in Tabelle 11. Die
Diagnose CMML erhielten 3/115 Patienten (2,61%), die der sAML aus MDS 39/115
Patienten (33,91%). Gemil3 IPSS-R wurden 87/115 Patienten in die héchste Risikogruppe
,,sehr hohes Risiko* eingeteilt (75,65%), 7/115 in die Gruppe ,,hohes Risiko* (6,09%) und
4/115 erhielten die Einteilung ,intermedidres Risiko” (3,48%). Eine Therapie mit
demethylierenden Substanzen wie Azacytidin erhielten 39/115 Patienten (33,91%). 23/115
(20%) Patienten wurden im Verlauf ihrer Erkrankung dem Prozedere einer allogenen
Stammzelltransplantation zugefiihrt. Die mediane Anzahl der Aberrationen in dieser Gruppe
lag bei acht zytogenetischen Verinderungen mit einer Spannweite von drei bis 50 Anomalien.
Das mediane OS lag bei 162 Tagen bzw. 54 Monaten (Range: 0-1463 Tage). Die

zusammengefassten Charakteristika dieser Patientengruppe finden sich in Tabelle 11.

Tabelle 11: Patientencharakteristika der Gruppe mit cA

Alter bei Erstdiagnose des komplexen Karyotyps | 72 [29-90]
(Jahre), Median [Range]

Geschlecht
mannlich 69/115 (60%)
weiblich 46/115 (40%)

Subtyp, klassifiziert nach WHO 2016

MDS-SLD 1/115 (0,87%)
MDS-MLD 9/115 (7,83%)
MDS-RS-SLD 0/115 (0%)
MDS-RS-MLD 0/115 (0%)
MDS-EB1 11/115 (9,57%)

MDS-EB2 23/115 (20%)
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MDS mit 5q-
MDS-U

CMML

sAML aus MDS

NA

2/115 (1,73%)
1/115 (0,87%)
3/115 (2,61%)
39/115 (33,91%)

26/115 (22,61%)

Himoglobin-Wert

Median: 9g/dl [Range: 4,2-14,9]

<8g/dl 33/115 (28,7%)

8-10 g/dl 51/115 (44,35%)

> 10 g/dl 30/115 (26,09%)

NA 1/115 (0,87%)

Thrombozyten Median: 56,5/nl [Range: 5-418]
< 50/nl 51/115 (44,35%)

50-100/nl 35/115 (30,43%)

2 100/nl 26/115 (22,61%)

NA 3/115 (2,61%)

ANC Median: 0,954/nl [Range: 0,009-12,7]
<0,8/nl 21/115 (18,26%)

0,8-1,7 19/115 (16,52%)

> 1,8/nl 17/115 (14,78%)

NA 58/115 (50,43%)

Blasten im Knochenmark
<2%

2-5%

5-9%

10-19%

= 20%

NA

Median: 15% [Range 0-83]
6/115 (5,22%)

8/115 (6,96%)

13/115 (11,3%)

27/115 (23,48%)

25/115 (21,74%)

36/115 (31,3%)

IPSS-R Risikogruppe
sehr geringeres Risiko
geringes Risiko

intermediires Risiko

0/115 (0%)
0/115 (0%)

4/115 (3,48%)
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hohes Risiko 7/115 (6,09%)
sehr hohes Risiko 87/115 (75,65%)
NA 17/115 (14,78%)

Therapie mit demethylierenden Substanzen

Ja 39/115 (33,91%)
Nein 60/115 (52,17%)
NA 16/115 (13,91%)

Zahl der zytogenetischen Anomalien, Median [Range]| | 8 [3-50]

Medianes OS in Tagen (in Monaten) 162 Tage (5,4 Monate)

In der Kontrollgruppe ohne cA erstreckte sich die Alterspanne von 40 bis 84 Jahren zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose, das mediane Alter waren 68 Jahre. In dieser Gruppe waren
29/40 Patienten mannlich (72,5%) und 11/40 weiblich (27,5%). 34/40 Patienten erhielten
die Diagnose MDS (85%), die Aufschliisselung in die WHO-Subtypen ist Tabelle 12 zu
entnehmen. Die Diagnose einer sAML aus MDS erhielten 4/40 Patienten (10%), bei einem
Patienten (1/40, 2,5%) wurde eine CMML diagnostiziert. Zum Zeitpunkt der Auswertung
wurde bei einem Patienten von einer c/znical cytopenia of unknown significance (CCUS, (Hartmann
and Metzeler 2019)), also einer klonalen Zytopenie ohne manifeste himatologische
Systemerkrankung ausgegangen (1/40, 2,5%). 6/40 Patienten wurden der IPSS-R-
Risikogruppe ,,hohes Risiko* zugeteilt (15%), 5/40 der Gruppe ,,hohes Risiko* (12,5%) und
21/40 den niedrigeren Risikogruppen, die in Tabelle 12 genauer aufgeschliisselt sind. 7/40
wurden mit demethylierenden Substanzen behandelt. 6 der 40 Patienten wurden allogen
stammzelltransplantiert. Das mediane OS in der Gruppe der Patienten ohne komplexen
Karyotyp lag bei 404 Tagen bzw. 13,5 Monaten (Range: 0 — 2333 Tage). Eine genaue
Charakterisierung der Kontrollgruppe ist in Tabelle 12 zu sehen.

Tabelle 12: Patientencharakteristika der Gruppe ohne cA

Alter bei Erstdiagnose (Jahre), Median [Range] 68 [40-84]
Geschlecht

mannlich 29/40 (72,5%)
weiblich 11/40 (27,5%)

Subtyp, klassifiziert nach WHO 2016
MDS-SLD 2/40 (5%)

MDS-MLD 13/40 (32,5%)

MDS-RS-SLD 1/40 (2,5%)




Blasten im Knochenmark
<2%

2-5%

5-9%

10-19%

2> 20%

NA

Median: 3% [Range 0-80]
11/40 (27,5%)

11/40 (27,5%)

4/40 (10%)

6/40 (15%)

3/40 (7,5%)

5/40 (12,5%)
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MDS-RS-MLD 1/40 (2,5%)
MDS-EB1 2/40 (5%)
MDS-EB2 6/40 (15%)
MDS mit 5q- 1/40 (2,5%)
MDS-U 2/40 (5%)
CMML 1/40 (2,5%)
sAML aus MDS 4/40 (10%)
CCUS 1(40 (2,5%)
NA 6/40 (15%)
Himoglobin-Wert Median: 8,8 g/dl [Range: 5,1-13,1]
<8g/dl 11/40 (27,5%)
8-10 g/dl 11/40 (27,5%)
> 10 g/dl 16/40 (40%)
NA 2/40 (5%)
Thrombozyten Median: 78/nl [Range: 14-509]
< 50/nl 13/40 (32,5%)
50-100/nl 10/40 (25%)
> 100/nl 14/40 (35%)
NA 3/40 (7,5%)
ANC Median: 1,84 [Range: 0,07-13,17]
< 0,8/nl 3/40 (7,5%)
0,8-1,7/nl 14/40 (35%)
> 1,8/nl 18/40 (45%)
NA 5/40 (12,5%)
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IPSS-R Risikogruppe
sehr geringeres Risiko
geringes Risiko
intermediéres Risiko
hohes Risiko

sehr hohes Risiko

NA

6/40 (15%)
9/40 (22,5%)
6/40 (15%)
5/40 (12,5%)
6/40 (15%)
8/40 (20%)

Ja
Nein

NA

Therapie mit demethylierenden Substanzen

7/40 (17,5%)
4/40 (10%)

29/40 (72,5%)

Zahl der zytogenetischen Anomalien, Median [Range]| | 0 [0-2]

Medianes OS in Tagen (Monate)

404 Tage (13,5 Monate)

Das unterschiedliche mediane
OS ist in Abbildung 10
dargestellt. Nach Zensur der
Stammzelltransplantationen

und des letzten Kontakts bei
noch  nicht verstorbenen
Patienten betrigt das mediane
OS fir komplex-aberrante
Patienten 162 Tage (5,4
Monate), fir Patienten ohne
cA wurde das mediane OS

nicht erreicht.

100 == kein komplexer Karyotyp (n=37)
=+ komplexer Karyotyp (n=110)
p < 0.0001
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve fiir das mediane OS der

Patienten mit und ohne komplex-aberranten Karyotyp
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3.1.1 Geschlecht

1.00 Bei der Analyse des
-+ mélnn_lich (n=95) a . .
+ weiblich (n=52) medianen  Ubetlebens
p=093 o
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8
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Time (days) Bild. Bei den Patienten
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0.75 der Minner von 94
S ' Tagen im Gegensatz zu
<
1 S 282 Tagen bei den
©
& Frauen ein deutlicherer
\— . .
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== weiblich (n=9)
p=0.088 | blieb dieser oberhalb des
Signifikanzniveaus -
0.00 860 d 8 ®
0 500 1000 Wert 0,098). In der
Time (days)
Gruppe der nicht-
Abbildung 11: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven nach Geschlecht komplexen Patienten
a: Gesamtkohorte, b: Patienten mit cA, c: Patienten ohne cA zeigte sich ein

umgekehrter Trend — das mediane OS der Minner wurde hier nicht erreicht, wihrend das
der Frauen bei 860 Tagen lag (p-Wert 0,088), allerdings ist dieses Ergebnis aufgrund der
geringen Gruppengrofle wenig aussagekriftig. Die Ergebnisse der Ubetlebensanalyse der
unterschiedlichen Kohorten sind in Abbildung 11 dargestellt.
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3.1.2 Therapieassoziierte Erkrankungsformen
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0.00 253d 363d Systemtherapien wie
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Time (days) Chemo- und/oder
1.00 Strahlentherapien oder
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurve nach

Therapieassoziation a: Gesamtkohorte, b: Patienten mit cA, c:

Patienten ohne cA

werden, dennoch lie3 sich
hier ein Trend fir ein
schlechteres Ubetleben bei

Therapieassoziation

beobachten. Das mediane OS bei den primiren Erkrankungen lag in dieser Subgruppe bei

174 Tagen, das der therapieassoziierten bei 154 Tagen (p-Wert 0,08), jedoch zeigt sich ein

abweichender Kurven-Verlauf (Abb. 12b). In der Kohorte der Patienten ohne komplexe

zytogenetische Anomalien zeige sich kein Unterschied, ein medianes OS wurde nicht

erreicht. Die Uberlebenskurven aller drei Kohorten sind in Abbildung 12 zu sehen.
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3.1.3 Einteilung nach IPSS-R

Die revidierte Form des International Prognostic Scoring System (IPSS-R) wurde 2012 von
Greenberg et al. (2012) publiziert. Damit l6ste dieses Scoring-System seinen Vorginger, den
IPSS, ab. Der IPSS-R soll zur Abschitzung der Prognose eines Patienten dienen und wird
einmalig bei Erstdiagnose angewandt. Faktoren, die in die Berechnung mit einbezogen
werde, sind die Zytogenetik, Knochenmarks-Blasten, der Hb-Wert, Thrombozyten- und
Neutrophilen-Zahl (siehe Einleitung, Kapitel 1.1.3, Tabellen 2-4). Eine Uberlebensanalyse
nach IPSS-R-Stadien wurde an der Gesamtkohorte durchgefiihrt, da die Patienten mit
komplexen Karyotypen aufgrund der Wichtung der Zytogenetik nahezu vollstindig in die
Kategorie ,,very high risk eingestuft wurden. Aullerdem wurden wegen geringer Fallzahlen
die Kategorien ,,very low risk* und ,,low risk* sowie ,,intermediate und ,,high* zusammengefasst.
Die daraus resultierenden drei Gruppen wurden auf ihr medianes Ubetleben untersucht und

verglichen. Patienten, die nach IPSS-R in die Risikogruppen ,,zery lon™ oder /o' fielen,

1.00 = 1PSS-R very low und low (n=15) erreichten in unserer Analyse
= IPSS-R intermediate und high (n=19) . . .
IPSS-R very high (n=90) das mediane OS nicht. Die

s p < 0.0001 Patienten, die den Gruppen

wintermediate  oder , high*

L L —+ zugeordnet wurden, erreichten

Overall survival

ein medianes OS bei 787 Tagen.
025 Die meisten Patienten in dieser

Analyse erreichten die

0.00 162 d 7874 Risikostufe ,very  high™ und

0 500 1000 . . .
Time (days) wiesen ein medianes OS von

nur 162 Tagen auf (p-Wert
Abbildung 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der <0,0001)

Diese Ergebnisse

Gesamtkohorte nach Einteilung in IPSS-R-Risikogruppen Die . . .
8 sTupPP sind  in  Abbildung 13

dargestellt.

Gruppen ,,very low risk* und ,,low risk™ sowie ,intermediate und ““high”

wurden hier zusammengefasst
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach Zytopenien

a: Gesamtkohortte, b: Patienten mit cA, c: Patienten ohne cA

Eine Analyse des medianen
Uberlebens wurde bei allen
drei Gruppen auch nach
Anzahl der Zytopenien im
peripheren Blut
Dabei

Grenzwerte

durchgefiihrt.
wurden  als
klinische Werte angewandt:
Fir den Himoglobin-Wert
wurde die Grenze bei
Frauen bei 12 g/dl und bei
13 g/dl
angesetzt, far die
Thrombozyten bei 100/xal.

Bei den Leukozyten wurde

Mannern  bei

eine Gesamtleukozytenzahl
von 4.000/ul als Grenze
gewahlt. Aufgrund geringer
Fallzahlen

Patienten ohne und mit nur

wurden

einer Zytopenie

zusammengefasst.
In der Gesamtkohorte
zeigte die Kurve fir
Patienten mit maximal
einer Zytopenie  einen

gunstigeren Verlauf als fur
die beiden

Gruppen, ein signifikanter

anderen

Unterschied im Ubetleben

konnte allerdings nicht

festgestellt werden.

Patienten mit einer oder

keiner Zytopenie erreichten kein medianes OS, solche mit zwei Zytopenien zeigten ein

medianes OS von 325 Tagen und Patienten mit drei Zytopenien eines von 214 Tagen (p-

Wert 0,091). Bei Patienten mit cA wurde mit weniger als zwei Zytopenien auch kein medianes

OS erreicht, wihrend es bei bizytopenen Patienten bei 106 Tagen und bei trizytopenen bei

162 Tagen liegt (p-Wert 0,11). Bei den Patienten ohne cA wurde bei keiner der drei Gruppen

ein medianes OS erreicht. Die Ergebnisse der Analyse finden sich in Abbildung 14.
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3.1.5 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurve nach Himoglobin-
Wert in drei Gruppen (>10 g/dl, 8-10 g/dl, <8 g/dl)

a: Gesamtkohortte, b: Patienten mit cA, c¢: Patienten ohne cA

Auch eine Untersuchung
einzelner Blutwerte wurde
durchgefithrt. Als  erster
Parameter ~ wurde  der
Himoglobin-Wert (Hb-
Wert)  betrachtet. Dazu
wurden zwel
unterschiedliche  Analysen
durchgefithrt. Als  erstes
wurden die Kohorten nach
threm Hb-Wert gemil} der
Unterscheidung des IPSS-R
in drei Gruppen eingeteilt:
In der ersten Gruppe lag der
Hb-Wert tber 10 g/dl, in
der zweiten lag er zwischen
8 und 10g/dl, die dritte
Gruppe wies Hb-Werte von
unter 8 g/dl auf. In dieser
Aufteilung lieBen sich in der
Gesamtkohorte  deutliche
Unterschiede feststellen:
Gruppe 1 erreichte kein
medianes OS, in Gruppe 2
lag es bei 160 Tagen und in
Gruppe 3 bei 289 Tagen (p-
Wert 0,00006). Bet einzelner
Betrachtung der komplex-
aberranten Patienten zeigte
sich ein medianes OS von
282 Tagen (Hb >10g/dl)
bzw. 162 Tagen (Hb 8-
10 g/dl) und 93 Tagen (Hb
<8 g/dl) mit einem p-Wert

von 0,049. In der Gruppe der Patienten ohne multiple zytogenetischer Anomalien wurde fir

die Gruppen 1 und 2 kein medianes OS erreicht, nur fiir Patienten mit einem Hb-Wert
<8 g/dl lag es bei 787 Tagen (p-Wert 0,4). Die Kaplan-Meier-Ubetlebenskurven fiir diese
Analyse in drei Gruppen pro Kohorte sind in Abbildung 15 zu sehen.
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1.00 Aufgrund der dhnlichen
= Hb >10g/dl (n=41)
T Hb <10g/d! (n=103) Verliufe der Gruppen 2 und
=0.00055 . .. .
075 . 3 wurden diese fur eine
z zweite Analyse
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-fJberlebenskurve nach Himoglobin-
Wert in zwei Gruppen (>10 g/dl und <10 g/dl) a: Gesamtkohorte, b:

Patienten mit cA, c: Patienten ohne cA

der Kohorte der komplex-
Karyotypen

zeigte sich ein signifikanter

aberranten

Unterschied zwischen einem
medianen OS von 141 bzw.
282 Tagen (p-Wert 0,014).
Kein signifikanter
Unterschied zeigte sich in
der kleinen Gruppe der
Patienten ohne cA, allerdings
ist ein Trend zugunsten der
Patienten mit einem Hb-
Wert >10 g/dl zu erkennen,

die kein medianes OS

erreichen, wihrend des der Patienten mit einem niedrigeren Hb-Wert bei 787 Tagen lag (p-

Wert 0,25). Die Kurven zu dieser Analyse sind Abbildung 16 zu entnehmen.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-fJberlebenskurve nach
Thrombozyten-Wert in zwei Gruppen (250/nl und <50/nl)

a: Gesamtkohortte, b: Patienten mit cA, c: Patienten ohne cA

Des Weiteren wurde das
Uberleben der Patienten in
Abhingigkeit ihrer
Thrombozyten-Werte
untersucht. Hierbei wurde
das mediane OS der Patient
mit einer Thrombozyten-
Zahl tuber 50/nl mit dem
der Patienten verglichen,
deren Thrombozyten-
Konzentration unter 50/nl
lag. In der Gesamtkohorte
ergab  sich  dabei ein
signifikanter ~ Unterschied:
wihrend das mediane OS
der Patienten mit
Thrombozyten >50/nl bei
431 Tagen lag, betrug das
der Patienten mit
Thrombozyten-Werten
<50/nl lediglich 171 Tage
(p-Wert 0,0099). Auch in
der Kohorte der Patienten
mit komplexen
zytogenetischen
Aberrationen  war  ein
signifikanter ~ Unterschied
festzustellen. Hier lag das
mediane OS der Patienten
mit mehr Thrombozyten bei
273 Tagen, das der
Patienten mit
Thrombozyten <50/nl nur
bei 83 Tagen (p-Wert

0,0078). In der Gruppe der Patienten mit normalem Karyotyp oder maximal zwei

Aberrationen wurde das mediane OS nicht erreicht. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 17

graphisch dargestellt.
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Ubetlebenskurve nach Neutrophilen-

Wert in zwei Gruppen (2800/nl und <800/1nl) a: Gesamtkohotte, b:

Patienten mit cA, c: Patienten ohne cA

Als letzter Parameter im
peripheren Blut wurden die
Gruppen und ihr medianes
Uberleben in Abhingigkeit
ihrer Werte der
neutrophilen Granulozyten
untersucht. Dabei wurde,
orientiert am IPSS-R, eine
Grenze bei 800
neutrophilen Granulozyten
pro Nanoliter gezogen und
die Patienten, deren Werte

darunter lagen, mit denen,

die eine hohere
Neutrophilen-Zahl
aufwiesen, verglichen.

Dabei zeigte sich in der
Gesamtkohorte ein
signifikanter ~ Unterschied
zwischen dem medianen
OS der Patienten mit >800
Neutrophilen/nl (559
Tage) wund dem der
Patienten, bei denen <800

Neutrophile/nl
festzustellen waren (94
Tage). Der p-Wert hier
betrug 0,00013. In der cA-
Kohorte zeigte sich ein
ahnliches Bild: Bei
Patienten mit hoher
Neutrophilen-Zahl lag das
mediane OS bei 371 Tagen,
wihrend das der Patienten

mit weniger Neutrophilen

bei 78 Tagen lag (p-Wert 0,001). In der Kohorte ohne cA konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p-Wert 0,44), allerdings fanden sich der Kohorte auch nur

drei Patienten mit weniger als 800 Neutrophilen/nl, sodass das hier festgestellte mediane OS

von 527 Tagen kein reprisentatives Ergebnis darstellt. Bei Patienten, die mehr Neutrophile
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aufwiesen, wurde kein medianes OS erreicht. Die entsprechenden Ubetlebenskurven nach
Kaplan-Meier finden sind in Abbildung 18.

Der Anteil der myeloischen Blasten im Knochenmark ist neben den drei Blutwerten und der
zytogenetischen Eigenschaften der fiinfte Faktor, der in die Errechnung des Risiko-Profils
nach IPSS-R einflief3t. Deswegen wurde das mediane OS der Gruppen auch in Abhingigkeit
ihres Blastenanteils analysiert. Dazu wurde nach einer Analyse, die die Patienten in vier
Gruppen unterteilte (<5%, 5-9%, 10-19% und =220%), ein Grenzwert bei einem
Knochenmarks-Blastenanteil von 10% gesetzt. Anhand dieser Grenze wurden die Patienten
in zwei Gruppen unterteilt und dichotom analysiert. In der Gesamtkohorte zeigte sich bei
der Analyse der vier Gruppen mediane OS von 90, 289, 371 und 787 Tagen (KM-Blasten
<5%, 5-9%, 10-19% und =20%, p-Wert <0,0001). Bei der dichotomen Auswertung zeigte
sich fiir Patienten mit <10% Blasten ein medianes OS von 551 Tagen, wihrend das der
Patienten mit =10% lediglich 160 Tage betrug (p-Wert 0,00051). In der Kohorte der
Patienten mit komplexen zytogenetischen Aberrationen fiel der Unterschied deutlich
geringer aus: Bei der Analyse in vier Gruppen betrugen die medianen OS 81, 162, 335 und
371 Tage bei einem p-Wert von 0,031. Bei der Auswertung des Uberlebens mit einem
Blasten-Grenzwert von 10% lief3 sich hier kein signifikanter Unterschied mehr feststelle. Das
mediane OS der Gruppe mit <10% Blasten lag bei 141 Tagen, das der Patienten mit =10%
bei 371 Tagen (p-Wert 0,2). In der Kurve lisst sich dennoch ein Trend zugunsten der
Patienten mit geringerem Blastenanteil feststellen. Die graphische Darstellung dieser
Ergebnisse ist in Abbildung 19 zu finden. Auf die Darstellung der Ergebnisse der nicht-cA
Patienten wurde hier verzichtet, da aufgrund einer sehr geringen Gruppengrofle keine

verwertbaren Ergebnisse zustande kamen.
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach KM-Blasten a: Gesamtkohorte in vier Gruppen (<5%,
5-9%, 10-19% und >20%,), b: Gesamtkohorte in zwei Gruppen (</> 10%), c: Patienten mit cA in vier Gruppen
(<5%, 5-9%, 10-19% und >20%,), d: Patienten mit cA in zwei Gruppen (</> 10%)
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3.1.6 Unterschiede komplexer Karyotyp und nicht-komplexer Karyotyp

Die Kohorte der Patienten mit cA wurde in dieser Studie in verschiedenen Aspekten mit
einer Kontrollkohorte ohne cA verglichen. Diese Unterscheidung wird fiir verschiedene
Faktoren an spiterer Stelle noch einmal vorgenommen. Bei der grundlegenden
Charakterisierung der Kohorten wurden Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich
der Blutwerte tiberprift. Analysiert wurden die Faktoren Himoglobin-Wert, Thrombozyten-
Zahl, die Zahl der neutrophilen Granulozyten und der Knochenmarksanteil myeloischer

Blasten.

Bei dem Vergleich der Hb-Werte der Patienten mit und ohne cA zeigte sich kein signifikanter
Unterschied: Der mediane Wert bei Patienten mit komplexem Karyotyp lag bei 9 g/dl, bei
den Patienten ohne komplexe Aberrationen lag dieser Wert bei 8,8 g/dl (p-Wert 0,18, Abb.
20a). Ein deutlicher Unterschied zeigte sich hingegen bei der Thrombozyten-Zahl. Wihrend
diese im Median bei den cA-Patienten bei 56,5/nl lag, wiesen die Patienten der Kontroll-
Kobhorte einen medianen Wert von 78/nl auf (p-Wert 0,019, Abb. 20b). Auch bei der Zahl
neutrophiler Granulozyten (absolute neutrophil count, ANC) zeigte sich ein Unterschied
zwischen einem Median von 0,954 /nl bei Patienten mit und 1,84 /nl bei Patienten ohne cA
(p-Wert 0,014, Abb. 20c). Der deutlichste Unterschied war im Anteil der Blasten im
Knochenmark zu beobachten: Bei den komplexen Patienten lag dieser im Median bei 15%,
bei den Patienten mit maximal zwei zytogenetischen Aberrationen bei 3% (p-Wert <0,0001,
Abb. 20d). Eine graphische Darstellung dieser Analyse findet sich in Abbildung 20.
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Abbildung 20: Boxplots zum Vergleich der Blutwerte und KM-Blasten zwischen Patienten mit und ohne
cA a: Himoglobin-Wert, b: Thrombozyten-Zahl, c: ANC, d: Knochenmarks-Blasten jeweils mit Medianen
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3.1.7 Zahl zytogenetischer Aberrationen

Die Zahl der zytogenetischen Aberrationen hat sich in der Vergangenheit als wichtiger

Risikofaktor herausgestellt: Eine hohere Zahl von chromosomalen Verinderungen geht mit

einer ungunstigeren Prognose einher (Haase et al. 2007). Die Unterschiede im medianen OS

zwischen Patienten mit und ohne komplexen Karyotyp wurden bereits berichtet, allerdings

wurde auch innerhalb der Patienten mit cA die Unterschiede in der Aberrationszahl

untersucht. Greenberg et al. (2012) zeigten bei der Entwicklung des IPSS-R, dass sich auch
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der
Patienten nach Aberrationszahlen a: Gesamtkohortte,
aufgeteilt in drei oder weniger, vier bis acht oder mehr als
acht Aberrationen, b: Patienten mit cA aufgeteilt in weniger
als funf und funf oder mehr Aberrationen, c: Patienten mit
cA aufgeteilt in weniger als acht und acht oder mehr

Aberrationen

Patienten mit exakt drei Aberrationen
von denen mit mehr Verinderungen im
medianen OS unterscheiden. Bei der
Untersuchung der  Gesamtkohorte
zeigte sich das erwartete Ergebnis:
Patienten mit drei Aberrationen oder
weniger erreichten kein medianes OS,
Patienten mit vier bis acht Aberrationen
wiesen ein medianes OS von 270 Tagen
auf und solche mit mehr als acht
chromosomalen Verinderungen zeigten
ein medianes OS von lediglich 106
Tagen (p-Wert <0,0001, Abb. 21a).

Die Kohorte der  komplexen
Karyotypen wurde gesondert mit zwei
verschiedenen Grenzen untersucht. Bei
finf oder mehr Aberrationen sprechen
Haase et al. (2019) von einem
hochkomplexen Karyotypen, deshalb
wurde eine Untersuchung mit der
Grenze von fiunf  Aberrationen
durchgefithrt. Dabei zeigte sich ein
Unterschied im medianen OS zwischen
371 Tagen bei Patienten mit weniger als
finf Aberrationen und 157 Tagen bei
denen mit hochkomplexem Karyotypen
(p-Wert 0,037, Abb. 21b). Da der
Median der Aberrationszahlen in dieser
Kohorte bei acht Aberrationen lag,
wurde eine zweite Grenze bei dieser
Aberrationszahl gesetzt. Auch hierbei
wurde ein signifikanter Unterschied

festgestellt: Das mediane OS der
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Patienten mit weniger als acht Aberrationen betrug 273 Tage, das der Patienten mit mehr als
acht Aberrationen nur 106 Tage (p-Wert 0,013, Abb. 21¢).

3.1.8 Therapie mit demethylierenden Substanzen

Der Einsatz von demethylierenden Substanzen (demethylating agents, DMA) ist fester
Bestandteil der Therapie der Hochrisiko myelodysplastischen Syndrome. Bereits 2002
konnte ein verbessertes OS fur Patienten, die eine Therapie mit der Substanz Azacytidin
erhalten haben, festgestellt werden (Silverman et al. 2002; Sperling et al. 2017). Auch die in

dieser Arbeit untersuchte Kohorte wurde auf ihr Ansprechen auf DMA betrachtet.

Zu 106 der 155 Patienten lagen Daten tiber den Therapie- und Krankheitsverlauf vor, davon
sind 95 Patienten der Kohorte der komplexen Karyotypen zuzuordnen, weshalb auf die
Analyse verbleibenden elf Patienten ohne komplexe Aberrationen verzichtet wurde. In der

Gesamtkohorte  lag  das
1.00
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Therapie nachldsst, sodass
sich im lingeren
Krankheitsverlauf beide
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Kurven wieder annihern. Die beschriebenen Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 22

dargestellt.

3.2 Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung von PPMI1D

Verinderungen im Gen PPM7D wurden mittels NGS untersucht. Dabei fanden sich
insgesamt 14 Patienten mit Verinderungen mit einer varianten Allelfrequenz (VAF) >5%.
Die VAF liegt bei diesen 14 Patienten zwischen 6,9% und 45,3%. Eine genauere
Charakterisierung dieser betroffenen Patienten und deren Mutationen findet sich in den
Tabellen 13 und 14.

Nach einem Abgleich der detektierten Verinderungen mit den gingigen Datenbanken fiir
moluekulargenetische Verinderungen wurden neun dieser 14 Verinderungen als seltene
beningne Varianten (single nucleotid polymorphisms, SNP) eingestuft. Bei drei dieser neun
Patienten lagen CD3+ T-Zellen vor, sodass sich die Annahme, dass es sich um einen SNP
handelt, durch Nachweis des SNP in dieser Zellpopulation bestitigen lie3. Drei der neun als
SNP identifizierten Verinderungen fanden sich bei Patienten ohne cA, die tbrigen sechs
wurden bei Patienten mit cA detektiert. Einer dieser Patienten hat ein therapieassoziiertes
MDS. Vier der Patienten mit einem SNP zeigten keine zusitzliche Beeintrachtigung von
TP53, die anderen funf wiesen neben der PPM7D-Verinderung auch TP53-Alterationen auf,
davon ein Patient eine Deletion von 17p, einer eine einfache TP53-Mutation und drei sowohl

Mutation als auch Deletion.

Die finf Gbrigen Verinderungen in PPM7D wurden als potenzielle Mutationen eingestuft.
Zwei dieser Patienten sind aus der Gruppe mit cA, die iibrigen drei aus der ohne cA. Zwei
Patienten mit Mutation erhielten systemische Therapien in der Vergangenheit, beide ohne
cA. Von diesen funf Patienten mit potenziellen Mutationen wurde bei vier ein TP53-Wildtyp
nachgewiesen, der finfte Patient wies sowohl eine Deletion von 17p als auch eine TP53-
Mutation auf. Bei den beiden Patienten mit PPM7D-Mutation und cA lassen sich bei
genauerer Betrachtung der Patientendaten wenig Ubereinstimmungen finden. Wihrend
Patient 6 weder eine Affektion von 5q noch eine TP53-Verinderung aufweist, wurde bei
Patient 8 sowohl eine 5g-Deletion als auch die bereits genannte Multihit-TP53-Atfektion
festgestellt. Des Weiteren unterscheiden sich die beiden Patienten in Geschlecht und OS: Bei
Patient 6 handelt es sich um eine Frau, die 662 Tage nach der Erstdiagnose (ED) des cA
verstarb, Patient 8 ist mannlich und nur 37 Tage nach Diagnosestellung gestorben. Ein
weiterer Unterschied zeigt sich in der VAF, die bei Patientin 6 33,6% und bei Patient 8 6,9%
betrigt. Die Mutationen finden sich zudem an verschiedenen Positionen in der Sequenz von
PPM1D. Die Mutation von Patientin 6 findet sich im ersten Exon, es kommt durch den
Austausch der Base Cytosin durch Tyrosin zum Aminosdurenaustausch von Prolin zu
Threonin (Mutation 1 in Abb. 23, S. 50). Die Mutation von Patient 8 liegt im Exon 6, hier
erfolgt der Basenaustausch von Adenosin zu Tyrosin. Durch diese Anderung der

Basenabfolge kommt es durch ein so entstandenes Stoppcodon zum vorzeitigen Abbruch
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der Proteinsynthese (Mutation 5 in Abb. 23, S. 50). Auch die Zahl der zytogenetischen
Aberrationen unterscheidet sich deutlich mit fiinf Aberrationen bei Patient 6 im Vergleich
zu zwolf Aberrationen bei Patient 8. Ahnlichkeiten finden sich im Alter bei ED (75 und 81
Jahre), dem Vorhandensein einer zytogenetischen Verinderung, die in irgendeiner Form das
Chromosom 7 betrifft, und den Blutwerten (Hb 8,6 g/dl und 8,2 g/dl, Thrombozyten 49/nl
und 33/nl, Leukozyten 4,17/nl und 3,1/nl). Der Blastenanteil ist mit 8% nur bei Patientin 6
bekannt.

Die Patienten mit PPM7D-Mutation ohne cA haben alle keinerlei Veranderung von TP53
oder 5q, allerdings zeigt Patient 9 eine Trisomie 8 in 15 von 27 untersuchten Metaphasen.
Dieser Patient weist mit 45,3% auch eine auffallend hohe VAF auf. Die beiden anderen
Patienten, Patient 10 und 11, zeigen mit 8,1% und 7,8% deutliche geringe Klongré3en. Auch
zytogenetisch stellen sie sich unauffilliger da: Die Patientin 10 weist einen Normal-Karyotyp
auf, Patient 11 einen Y-Verlust. Die Patienten 9 und 10 erhielten in ihrer Vergangenheit
bereits Systemtherapien, sodass von einer therapieassoziierten Erkrankung ausgegangen
wird. Patient 9 erkrankte an einem Hodgkin-Lymphom, sodass eine Polychemotherapie
durchgefiihrt werden musste. Die Patientin 10 wurde mit Methotrexat behandelt. Alle drei
Mutationen befinden sich im sechsten Exon von PPM7D. Bei Patient 9 wird die Base Cytosin
durch Guanin ersetzt, sodass in der Aminosaurenabfolge ein Stoppcodon entsteht und die
Proteinsynthese abbricht. (Mutation 5 in Abb. 23, S. 50). Die Mutation von Patient 10 fithrt
zu einem Basenaustausch von Cytosin zu Tyrosin, was wiederum durch ein Stoppcodon zum
vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese fihrt (Mutation 3 in Abb. 23, S. 50). Bei Patient 11
handelt es sich um eine Insertion (Mutation 2 in Abb. 23, S. 50)

Die Mutationen der Patienten 8-10 sind in der Datenbank ,,OncoKB* bereits als ,,/ikely
oncogenzc* beschrieben (Chakravarty et al. 2017; OncoKB 2020). Auflerdem werden diese drei
Mutationen dort als vermutliche Gain-of-Function-Verinderungen eingestuft, also als
Mutationen, durch die es zu einer erhbhten Proteinaktivitit kommt. Bei der Mutation des

Patienten 11 handelt es sich um eine Frameshifi-Mutation.

Tabelle 13: Beschreibung der detektierten PPM1D Verinderungen der 14 betroffenen Patienten

Patient | VAF (%) | Position der | Bezeichnung nach HGVS SNP
Verianderung

1 38,2 58678009 c.234T>A p.P78P Ja

2 30,1 58678231 c456C>T p.A152A Ja

3 39,1 58741035 3UTR Ja
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Patient | VAF (%) | Position der | Bezeichnung nach HGVS SNP
Verinderung
4 45 58678231 c456C>T p.A152A Ja
5 40,7 58740950 3UTR Ja
6 33,6 58678007 c.232C>A p.P78T Nein
7 31,8 58741035 NM_003620 c¢.*¥122T>C Ja
8 6,9 58740737 c.1642A>T p.K548X Nein
9 45,3 58740603 ¢.1508C>G:p.S503X Nein
10 8,1 58740467 c.1372C>T:p.R458X Nein
11 7,8 58740422 ¢.1327_1328insATGCC:p.N443fs | Nein
12 14,9 58740529 c.1434C>T:p.C478C Ja
13 26,6 58700883 c.474G>A:p.A158A Ja
14 45 58678231 c456C>T p.A152A Ja
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Tabelle 14: Charakterisierung der Patienten mit PPMID Verinderungen
Patient | Geschlecht | TP53 Therapie  in | Karyotyp | Aberrationszahl | 5q OS in
Status | Vergangenheit Status | Tagen
1 W mut Nein Komplex | 8 del 282
und del
2 M del Nein Komplex | 6 Wildtyp | 11
3 M mut Nein Komplex | 8 del 75
4 M mut Ja Komplex | 13 del 290
und del
5 M mut Nein Komplex | 15 del 17
und del
6 W Wildtyp | Nein Komplex | 5 Wildtyp | 661
7 W Wildtyp | Nein Komplex | 5 del 334
8 M mut Nein Komplex | 12 del 37
und del
9 M Wildtyp | Ja Nicht 1 Wildtyp | 1
komplex
10 W Wildtyp | Ja Nicht 0 Wildtyp | 1
komplex
11 M Wildtyp | Nein Nicht 1 Wildtyp | 1
komplex
12 M Wildtyp | Nein Nicht 0 Wildtyp | 1
komplex
13 M Wildtyp | Nein Nicht 1 Wildtyp | 2199
komplex
14 M Wildtyp | Ja Nicht 1 Wildtyp | 738
komplex
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Eine graphische Darstellung der Mutationslokalisationen
findet sich in Abbildung 23. Im Format eines Lollipop-Plots
sind dort die verschiedenen PPM7D-Verinderungen
dargestellt. Die Verinderungen, die als Mutationen gewertet
werden, sind mit einem roten Kasten markiert. Dabei ist
auffillig, dass vier dieser Mutationen (2-5) wie bisher am
hiufigsten beschrieben in den letzten Abschnitten des
Proteins liegen. Lediglich eine der Mutationen (1) findet sich
im ersten Exon. An dieser Position konnte noch eine zweite
Verinderung festgestellt werden, allerdings fiihrte diese zu
keinem Aminosiuren-Austausch, sodass es sich dabei um
eine stumme Verinderung handelt. Bei Mutation 2 handelt
es sich um eine Insertion. Dort ist die Basenabfolge ATGCC
in den genetischen Code eingefigt, was zu einer
Verschiebung des Leserasters fihrt. Die Mutationen 3-5
sind Nonsense-Mutationen, das bedeutet, dass sie ein
vorzeitiges  Stopp-Codon  generieren,  sodass  die
Synthetisierung des RNA-Strangs zu frith abbricht, was
wiederum zu einer unvollstindigen Synthese des Proteins
fihrt.

Auffillig ist des Weiteren, dass die Verdnderung, die hier mit
A152= gekennzeichnet ist, bei drei Patienten in genauer
gleicher Form beobachtet wurde. Hierbei handelt es sich

wohl um einen etwas haufiger vorkommenden SNP.

3.3 Unterschiede PPM1D und TP53

Aufgrund der formulierten Aufgabenstellung wurde auch
eine genaue Analyse auf Mutationen in TP53 durchgefiihrt.
Als direkter Inhibitor von p53 ist Wipl, das von PPM71D
codiert wird, direkt in dessen Signalweg eingeschaltet. Im
Folgenden sollen einige Ergebnisse der Untersuchung auf
Zusammenhiange und Unterschieden zwischen Patienten
mit PPM1D und/oder TP53 Verinderungen aufgefithrt

werden.

Abbildung 23: Lollipop-Plot zur Darstellung
der nachgewiesenen Verinderungen von
PPMI1D Die Verinderungen 1-5, die mit einem
roten Kasten markiert sind, werden als

Mutationen gewertet
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3.3.1 Ubetleben

Von den finf Patienten, die PPM7D-Mutationen aufweisen, sind zum Zeitpunkt dieser
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== PPM1D unverdndert (n=134)
== PPM1D verandert (n=13)
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Patienten
mit und ohne Verinderung von PPMI1D
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-fJberlebenskurve der Patienten

mit und ohne Verinderung von TP53

Auswertung  lediglich  zwei
Patienten verstorben, beide mit
komplexem Karyotyp. Das
mediane OS wurde an dieser
Stelle fur alle 14 Patienten mit

PPM1D-Verinderungen
berechnet  (Abbildung  24).
Dieses unterschied sich nicht
von dem der Patienten ohne
PPM1D-Verinderungen: Das
mediane OS der Patienten mit
betroffenem PPM7D betrug
286 Tage, das der Patienten
ohne Affektion des Gens 325
Tage (p-Wert 0,31).

TP53 Verinderungen konnten
bei 81 der 155 Patienten
festgestellt werden, davon allein
79 aus der Kohorte der 115
Patienten mit komplexem
Karyotyp. Nur zwei Patienten
ohne cA wiesen eine TP53-
Veranderung auf. Die Patienten
mit TP53-Affektion wurden an
dieser Stelle unabhingig der Art
der Verinderung untersucht.

Thr medianes Ubetleben wurde

im Vergleich zu Patienten ohne TP53-Affektion verglichen. Hierbei zeigte sich ein

hochsignifikanter Unterschied: Das mediane OS der Patienten mit einem TP53-Wildtyp

betrug 860 Tage, wihrend das der Patienten mit betroffenem TP53 bei lediglich 106 Tagen
lag (p-Wert <0,0001). Die Uberlebenskurve ist Abbildung 25 zu entnehmen.

3.3.2 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten

Innerhalb der Kohorte der Patienten mit cA wurden die Blutwerte der PPM7D-veranderten

mit denen der PPM7D-Wildtypen und die der TP53-betroffenen mit denen der jeweiligen

Wildtypen verglichen.
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Beim zuerst betrachteten Himoglobin-Wert zeigte sich in beiden Gruppen kein Unterschied.
Bei der Analyse nach PPM7D-Verinderungen zeigte sich bei Betroffenen ein medianer Hb
von 8,25 g/dl und bei den Patienten mit Wildtyp-PPM7D ein Median von 9,1 g/dl (p-Wert
0,29). Bei den TP53-Patienten zeigte sich ein dhnliches Bild: Hier lag der mediane Hb bei
den Patienten mit affektiertem TP53 bei 8,88 g/dl und der der Wildtyp-Patienten bei
9,25 g/dl (p-Wert 0,35). Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte zwischen PPMID-Verinderten und
PPMI1D-Wildtypen sowie TP53Verinderten und TP53Wildtypen a: PPM71D-verindert vs. Wildtyp, b:
TP53-verindert vs. Wildtyp

Ahnliche Ergebnisse erbrachte die Untersuchung der Thrombozyten-Zahlen in den
entsprechenden Gruppen. Beim Vergleich in der PPM7D-Gruppe zeigte sich bei Patienten
mit betroffenem PPM1D eine mediane Thrombozyten-Zahl von 49/1nl, wihrend dieser bei
Patienten mit PPM7D-Wildtyp bei 58/l lag (p-Wert 0,75). Bei Unterscheidung nach TP53-
Status zeigte sich ein groflerer Unterschied, allerdings wurde auch hier kein Signifikanz-Level
erreicht. Bei Patienten mit verdndertem TP53 betrug die mediane Thrombozyten-Zahl 54/nl,
bei solchen mit TP53-Wildtyp 74/l (p-Wert 0,1). Die Verteilung der Thrombozyten-Zahlen
und der Mediane findet sich in Abbildung 27.
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Abbildung 27: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahlen zwischen PPMID-Verinderten und

PPMID-Wildtypen sowie TP53Verinderten und TP53Wildtypen a: PPM7D-verindert vs. Wildtyp, b: TP53-
verindert vs. Wildtyp
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Der Vergleich der absoluten Neutrophilen-Werte brachte etwas weniger gut verwertbare
Ergebnisse hervor, da fir nicht alle Patienten ANC-Werte vorlagen. Dennoch wurde ein
Vergleich analog zu den anderen Blutwerten durchgefiihrt. In der Gruppe der PPM1D-
Untersuchung zeigte sich bei den Patienten mit PPM7D-Verinderungen ein medianer ANC-
Wert von 0,9/nl, allerdings konnten hier auch nur drei Patienten betrachtet werden. Die
Patienten mit PPM7D-Wildtyp wiesen einen Median von 0,97/al auf (p-Wert 0,41, Abb.
28a). Wie auch schon bei den Thrombozyten zeigte sich bei der Unterscheidung nach TP53-
Status eine grofiere Differenz, aber wiederum ohne signifikanten Unterschied: Bei Patienten
mit verindertem TP53 betrug der ANC-Median 0,9/nl, bei denen mit TP53-Wildtyp lag
dieser Median bei 1,3/nl (p-Wert 0,25, Abb. 28b).
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Abbildung 28: Boxplot zum Vergleich des ANC zwischen PPM1D-Verinderten und PPMI1D-
Wildtypen sowie TP53-Verinderten und TP53Wildtypen a: PPM71D-verindert vs. Wildtyp, b: TP53-
verindert vs. Wildtyp

Des Weiteren wurde der Anteil der myeloischen Blasten im Knochenmark betrachtet. Auch
hier erfolgte der Vergleich zwischen PPM7D-Verinderten und -Wildtypen sowie zwischen
TP53-Aftektion und -Wildtyp. Bei den Patienten in der PPM7D-Gruppe zeigte sich zwischen
den beiden Gruppen kein Unterschied: Der mediane Blastenanteil lag sowohl bei den
Patienten mit PPM7D-Verinderung als auch bei denen mit PPM7D-Wildtyp bei 15% (p-
Wert 0,74). In der TP53-Gruppe hingegen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Medianen. Bei Patienten mit TP53-Affektion lag der mediane Blastenanteil bei 18%,
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Abbildung 29: Boxplot zum Vergleich des Anteils der Blasten am Knochenmark zwischen PPMI1D-
Verinderten und PPMID-Wildtypen sowie TP53Verinderten und TP53Wildtypen a: PPM7D-verindert
vs. Wildtyp, b: TP53-verindert vs. Wildtyp
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wihrend er bei Patienten mit TP53-Wildtyp lediglich bei 8% lag (p-Wert 0,024). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt.

Insgesamt konnte bei den Blutwerten kein Unterschied zwischen den Gruppen mit
verindertem Gen und den jeweiligen Wildtypen festgestellt werden. Nur der Anteil der
Blasten am Knochenmark unterschied sich bei den Patienten mit TP53-Verdnderung
signifikant von den TP53-Wildtyp-Patienten. Auch bei Betrachtung der potenziellen
Mutationen unabhingig vom Karyotyp zeigte sich zwischen PPM7D-Mutierten und PPM71D-
Wildtypen kein Unterschied in Blutwerten oder Blastenanteil (Hb-Median: 8,7 g/dl vs.
9,0 g/dl, p-Wert 0,79; mediane Thrombozyten-Zahl: 60/nl vs. 61/nl, p-Wert 0,78; medianer
Blastenanteil: 4% vs. 12%, p-Wert 0,064; ANC nicht auswertbar).

3.3.3 Zahl zytogenetischer Aberrationen

Bei Mutationen in TP53 ist bereits bekannt, dass es oft zu einem vermehrten Auftreten
zytogenetischer Aberrationen kommt. So kommen TP53-Mutation auch vermehrt in
Assoziation mit komplexen Karyotypen vor (Sallman et al. 2016). Im Zuge der Betrachtung
der Unterschiede zwischen TP53- und PPM7D-Verinderungen wurden auch die
unterschiedlichen Aberrations-Zahlen analysiert. Dazu wurden analog zu den Blutwerten
innerhalb der Kohorte mit komplexem Karyotyp Patienten mit verindertem PPM7D mit
denen mit PPM7D-Wildtyp verglichen. Ebenso wurden in dieser Kohorte Patienten mit
betroffenem TP53 im Vergleich zu denen ohne TP53-Affektion analysiert.

Bei den Patienten mit PPM7D-Verinderung wurde eine mediane Aberrationszahl von acht
beobachtet. Es zeigte sich kein Unterschied zu dem Median der Wildtyp-Gruppe, welcher
bei neun zytogenetischen Verinderungen lag (p-Wert 0,98). In der TP53-Gruppe hingegen
zeigte sich wie auf Grundlage der bereits bekannten Daten erwartet ein hochsignifikanter
Unterschied: Wihrend bei Patienten, die eine TP53-Affektion aufwiesen, im Median eine
Aberrationszahl elf chromosomalen Verinderungen festgestellt wurde, zeigten sich bei
Patienten mit TP53-Wildtypen im Median nur finf Aberrationen (p-Wert <0,0001). Eine
graphische Darstellung dieser Ergebnisse ist Abbildung 30 zu entnehmen.
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Abbildung 30: Boxplot zum Vergleich der zytogenetischen Aberrationszahlen zwischen PPMI1D-
Verianderten und PPM1D-Wildtypen sowie TP53Verinderten und TP53Wildtypen a: PPM71D-verindert
vs. Wildtyp, b: TP53-verindert vs. Wildtyp
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3.3.4 Komutationen

Neben der Zahl der zu beobachtenden zytogenetischen Aberrationen wurden auch die
molekulargenetischen Profile der Patienten betrachtet. Zu einigen Patienten lagen
umfassende molekulargenetischen Analysen vor, da diese im Rahmen der Routinediagnostik
mithilfe des vorher bereits erwihnten Panels sequenziert wurden. Zu diesen Patienten liegen
uns genaue Ergebnisse iiber die Mutationen verschiedener Gene, die typischerweise bei
himatologischen Neoplasien betroffen sind, und die entsprechenden KlongréBen vor. Die
mediane Zahl der vorliegenden Komutationen wurde in der Kohorte der Patienten mit cA
sowohl bei den Patienten mit PPM7D-Verinderungen im Vergleich zu den jeweiligen
Wildtypen als auch bei TP53-Betroffenen im Vergleich zu TP53-Wildtypen untersuchen. In
der Gruppe der komplexen PPM7D-Verinderten wurden allerdings nur zwei Patienten mit
dem myeloischen Panel des Labors fur Individuelle Genomdiagnostik fir Himatologie und
Onkologie der Universititsmedizin Goéttingen untersucht. Von diesen beiden zeigte keiner
eine andere Mutation, wihrend der Median bei den Patienten mit PPM7D-Wildtypen bei
einer anderen Mutation lag (p-Wert 0,15, Abb. 31a). Bei den Patienten mit TP53-
Verinderung lagen deutlich mehr Daten aus durchgefithrten NGS-Analysen vor. Allerdings
lag auch bei dieser Gruppe Patienten der Median fiir die Zahl parallel vorliegender
Mutationen bei null. Patienten mit TP53-Wildtyp wiesen hingegen eine mediane
Komutationszahl von 1,5 auf (p-Wert 0,004, Abb. 31b).
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Abbildung 31: Boxplot zum Vergleich der Zahl parallel vorliegender Mutationen zwischen PPMI1D-
Verinderten und PPMID-Wildtypen sowie TP53Verinderten und TP53Wildtypen a: PPM1D-
verindert vs. Wildtyp, b: TP53-verindert vs. Wildtyp

Bei Betrachtung aller Patienten mit PPM7D-Verinderung unabhingig von ihrer Zytogenetik
zeigen sich auch nur zwei Patienten, bei denen Komutationen festgestellt werden konnten.
Dabei handelt es sich um eine DNMT3.A4-Mutation bei PPM7D-Patient 11 und eine
zweifache TET2-Mutation bei PPM7D-Patient 12. Dennoch bleibt der Median der
Komutationszahl in der Gruppe der PPM7D-Verinderten auch bei Untersuchung der
Gesamtkohorte bei null, wihrend er bei den Wildtyp-Patienten bei eins liegt (p-Wert 0,11).

Bei den TP53-Patienten wurden diverse parallel vorliegende Mutationen festgestellt. In
unserer Kohorte wurden bei den 30 Patienten, die einer umfassenden molekulargenetischen

Analyse unterzogen wurden, zwei Mutationen in RUNXT, eine in ASXL7, eine SRFS2-
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Mutation, zwei DNMT3.A-Mutationen, drei mutierte TET2-Gene, zwei EZH2-Mutationen,
eine CEBPA-Mutation, zwei Mutationen in PHF6 und je eine Mutation in IDH2, NOTCHT,
ZRSR2 und NRAS festgestellt. Diese 18 Mutationen tragen in 14 Patienten auf, von denen
zwOlf nur eine Mutation aufwiesen. Ein Patient zeigte zwei Mutationen, ein weiterer drei.
Von den Patienten ohne PPM7D- oder TP53-Mutation wurden 13 mittels NGS-Panel
analysiert. Dabei wurden 27 Mutationen bei zehn Patienten festgestellt, davon drei in
RUNXT, zwei in ASXI.1, zwei in SF3BT, zwei in SRSF2, finf in TETZ2, zwei in EZH2, zwei
in ETV6, zwei in U2AF1, zwei in NRAS und je eine in CEBPA, IDH2, BCOR, STAGZ2 und
GATA2. Von diesen 13 Patienten hatten nur drei keine Komutationen, drei nur eine andere
Mutation, vier Patienten wiesen zwei Komutationen auf, ein Patient vier und bei zwei

Patienten konnten sechs Mutationen festgestellt werden.

In der Vergleichskohorte ohne komplexen Karyotyp lagen zu 35 Patienten umfassende
molekulargenetische Analyse-Daten vor. Bei den zwei Patienten, die auch eine TP53-
Affektion aufwiesen, wurden fiinf verschiedene Komutationen festgestellt. Bei einem dieser
beiden lag eine GN.AS-Mutation vor, der andere wies sowohl eine SF3B7- als auch eine
TET2-, eine [AK2- und eine IDH7-Mutation auf. Bei den 33 analysierten Patienten mit
TP53-Wildtyp wurden insgesamt 60 Mutationen in 23 Patienten beobachtet, davon funf in
RUNXT, funf in ASXI 1, vier in SF3B7, vier in SRFS2, vier in DNMT3.A, 13 in TET2, drei
in EZH?2, drei in PHF6, zwei in NRAS, drei in U2AF1, zwei in CUXT, zwei in ZRSR2, zwel
in IDH2, zwei in SETBPT und je eine in GATA2, STAG2, KIT, IDHT, CBL und RADZ21.
Dennoch

Wilcoxon, p = 0.033 unterscheidet sich der
Median der
Komutations-Z.ahl
zwischen  Patienten

mit komplexen

N W A O N

Zah! Komutationen

Karyotypen und

—_

solchen ohne nicht. In

. e — beiden Gruppen liegt

o

komplex nicht komplex dieser Median bei
Median: 1 Karyotyp Median: 1 . .
einer Komutation (p-

Wert 0,033). Die hier
Abbildung 32: Boxplot zum Vergleich der Zahl parallel vorliegender beschriebenen

Mutationen zwischen Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp Ergebnisse  sind  in

Abbildung 32 zu sehen.

und solchen ohne
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3.4 TP53Mutationen

80 der 115 untersuchten MDS-Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp wiesen
irgendeine Art der TP53-Verinderung auf: 31 Patienten zeigten eine einfache Mutation, neun
eine doppelte Mutation, 34 eine einfache Mutation und eine Deletion von 17p13, zwei
sowohl eine doppelte Mutation als auch eine Deletion und vier Patienten zeigten eine
Deletion ohne detektierbare Mutation. Wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben,
zeigten Patienten mit TP53-Affektion mehr zytogenetische Aberrationen, weniger parallel
vorliegende Komutationen und einen hoheren Anteil myeloischer Blasten im Knochenmark.
Wie bereits bei Bernard et al. (2020) wurde auch hier untersucht, inwiefern sich die
verschiedenen Arten der TP53-Verinderungen voneinander unterscheiden. Dazu teilten wir
innerhalb der Kohorte der Patienten mit komplexem Karyotyp vier Gruppen ein: Gruppe 1
bildeten die Patienten mit TP53-Wildtyp, Gruppe 2 die Patienten, die eine einzelne TP53-
Mutation trugen (szngle-hit-Mutation). Gruppe 3 bestand aus den nur vier Patienten, die eine
17p-Deletion ohne Mutation in der Sequenzierung aufwiesen (single-hit-Deletion). Gruppe 4
bestand aus den Patienten, bei denen TP53 mehrmals betroffen war, entweder durch mehrere
Mutations-Klone oder durch eine Kombination von Mutation und Deletion (zu/ti hif). Diese
vier Gruppen wurden miteinander verglichen. Des Weiteren wurde eine Untersuchung
durchgefiihrt, welchen Einfluss die Klongrole der TP53-Mutationen hat. Dazu wurde
wiederum in der komplexen Kohorte eine Analyse anhand der verschiedenen ,,variant alle/
[frequencies (VAF) durchgefthrt. Da diese nicht fur alle Patienten bekannt war, konnten hier
49 der 80 Patienten mit TP53-Verinderungen im Vergleich zu denen mit Wildtyp oder

untereinander analysiert werden.
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3.41 Artder TP53Verinderung

3.4.1.1 Ubetleben
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der
Patienten mit komplexem Karyotyp nach Form der TP53
Verinderung a: Wildtyp vs. single-hit-Mutation vs. single-hit-

Deletion vs. multi-hit-Verinderung; b: single-hit-Mutation vs.

multi-hit-Verinderung

1000

Wie bereits beschrieben, wurden
die Patienten mit cA je nach TP53-
Verinderung in vier verschiedene
Gruppen eingeteilt (Wildtyp, single-
hit-Mutation, single-hit-Deletion und
multi hif). Diese vier Gruppen
wurden einer Uberlebens-Analyse
zugefithrt: Patienten mit einem
TP53-Wildtyp
medianes OS von 559 Tagen,

erreichten ein

solche mit einer single-hit-Mutation
von 95 Tagen. Die vier Patienten
mit single-hit-Deletion wiesen ein
medianes OS von 17 Tagen auf,
wihrend das der Patienten mit
multi-hit-TP53-Verainderungen 154
Tage betrug (p-Wert <0,0001, Abb.
33a). Schon aus der Kaplan-Meier-
Kurve dieser Analyse lieB sich
ableiten, dass sich bei cA-Patienten
mit single-hit-Mutation und multi-hit-
Verinderung  nicht  wesentlich
unterscheiden. Um diese

Ahnlichkeit genauer zu

quantifizieren, wurde die Ubetlebensanalyse noch einmal im isolierten Vergleich dieser zwei

Gruppen durchfithrt. Hierbei zeigte sich kein Unterschied im medianen OS (p-Wert 0,87,

Abb. 33b).
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3.4.1.2 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten

Wie bereits im generellen Vergleich der TP53-verinderten Patienten gegen die mit Wildtypen
wurde auch der Himoglobin-Wert der Patienten in den vier Gruppen miteinander
verglichen. Auch in dieser Einteilung lief3 sich kein signifikanter Unterschied in den Hb-
Werten der unterschiedlichen Gruppen feststellen. Die Patienten mit TP53-Wildtyp wiesen
einen medianen Hb-Wert von 9,25 g/dl auf, solche mit single-hit-Mutation einen von 8,4 g/dl.
Patienten mit eine single-hit-Deletion zeigten einen Hb-Median von 10,7 g/dl und multi-hit-
Patienten einen von 9 g/dl (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,44). Beim paarweisen Vergleich
der vier Gruppen lief sich bei keinem der sechs Vergleiche ein signifikanter Unterschied
feststellen. Lediglich der mediane Hb-Wert der single-hit-deletierten Patienten ist etwas hoher
als die anderen, aufgrund der sehr geringen Gruppengrofle ist dieses Ergebnis aber wenig
aussagekriftic und erreicht auch im Vergleich zu keiner anderen Gruppe ein

Signifikanzniveau. In Abbildung 34 sind diese Ergebnisse in Form eines Boxplots dargestellt.
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Abbildung 34: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte der Patienten mit cA nach Form der
TP53Verinderung

Auch die Zahl der Blutplittchen wurde zwischen den Patienten mit verschiedenen Formen
der TP53-Affektion untersucht. Dazu wurden analog zum Vergleich der Himoglobin-Werte
eine Untersuchung und ein Vergleich der Thrombozyten-Zahlen und den jeweiligen
Medianen durchgefiihrt. Patienten mit TP53-Wildtyp wiesen einen Thrombozyten-Median
von 74/nl auf, die mit single-hit-Mutation einen von 59/nl, Patienten mit single-hit+-Deletion
zeigten einen medianen Wert von 61/nl und solche mit mehrfach betroffenem TP53 einen
von 43/nl (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,24). Es wurde erneut auch ein paarweiser Vergleich
der einzelnen Gruppen durchgefiithrt. Auch dabeti lie3 sich bei keinem der sechs Vergleiche
ein signifikanter Unterschied feststellen. Der einzige Vergleich, der einen recht deutlichen

Unterschied zeigt, ist der zwischen Wildtyp-Patienten und Patienten mit »u/#i hit, dennoch
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erreicht auch dieser mit einem p-Wert von 0,07 kein Signifikanzniveau. Die graphische

Darstellung dieser Ergebnisse ist Abb. 35 zu entnehmen.
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Abbildung 35: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahl der Patienten nach Form der TP53

Verinderung

Zur Analyse der Unterschiede in der dritten Blutreihe wurden die Werte der neutrophilen
Granulozyten zwischen den Gruppen mit den verschiedenen Formen der TP53-
Verinderung verglichen. Dabei wurde vorgegangen wie bereits bei den anderen zwei
Blutreihen. Der mediane ANC-Wert bei Wildtyp-Patienten lag bei 1,3/nl, der der Patienten
mit single-hi+-Mutation bei 0,7/nl. In der Gruppe mit single-hit-Deletion lag der Median bei
0,76/1l, in detr mit multi-hi+-Verinderung bei 0,9/nl (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,25). Nach
paarweisem Vergleich der Werte in den Gruppen zeigte sich bei keinem der sechs
durchgefithrten Vergleiche ein signifikanter Unterschied. Der gréfite Unterschied lief3 sich
zwischen Wildtyp-Patienten und single-hi--Mutierten feststellen, jedoch betrug der p-Wert
beim Vergleich dieser beiden Mediane auch nur 0,076. Bei den tibrigen Paaren konnte kein

signifikanter Unterschied detektiert werden. Die beschriebenen Ergebnisse sind in
Abbildung 36 dargestellt.

Ein weiterer Vergleich zwischen den Gruppen mit verschiedenen Formen der TP53-
Verinderung wurde zur Feststellung etwaiger Unterschied im Anteil myeloischer Blasten im
Knochenmark durchgeftihrt. Dabei wurden fir alle vier Gruppen mediane Werte errechnete
und diese miteinander verglichen. Dabei ergab sich fiir Patienten mit Wildtyp-TP53 ein
medianer Wert von 8%, fur solche mit single-hit-Mutation ein Median von 20%, fir die

Patienten mit single-hit-Deletion ein Wert von 8% und fur die mit multi-hit-Verinderung ein
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Abbildung 36: Boxplot zum Vergleich der Neutrophilen-Zahl der Patienten nach Form der TP53

Verinderung
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medianer Blasten-Anteil von 16%. Dieser Vergleich verfehlte das Signifikanzniveau mit

einem p-Wert nach Kruskal-Wallis von 0,06 nur knapp. Im erneut durchgefithrten

paarweisen Vergleich der medianen Blasten-Anteile zeigte sich im direkten Vergleich

zwischen Wildtyp-Patienten und solchen mit single-hit-Mutation ein signifikanter Unterschied

(p-Wert 0,026). Alle anderen Paare erreichten keinen signifikanten Unterschied, auch wenn

beim Vergleich zwischen Wildtyp-TP53 und multi-hit-Verinderung mit einem p-Wert von

0,061 zumindest einen Trend in Richtung ungtinstigere Blasten-Anteile bei multi-hit-Patienten

erahnen lasst. Die graphische Darstellung der hier berichteten Ergebnisse ist Abbildung 37

zu entnehmen.

0.25
. 0.28
Kruskal-Wallis, p = 0.06 . 0.14
| 0.061
< | 0.97
= | 0026 |
X 801 : .
£ 701
= 60 .
5 501
g 401 ) s .
301 - e of .
20 . =
) e A R e e :
01 eee 1° .
Wildtyp single hit mutiert single hit deletiert multi hit
, , TP33 Status __ _
Median: 8% Median: 20% Median: 8% Median: 16%

Abbildung 37: Boxplot zum Vergleich des Anteils myeloischer Blasten im Knochenmark der

Patienten nach Form der T'P53Verinderung
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3.4.1.3 Zahl zytogenetischer Aberrationen

Bereits in Kapitel 3.2.3 wurde eine Untersuchung der Kohorte mit komplexem Karyotyp
und TP53-Verinderung im Vergleich zu Wildtyp-Patienten auf die Zahl der vorliegenden
zytogenetischen Aberrationen durchgefthrt. Dabei wurde festgestellt, dass Patienten mit
betroffenem TP53 mehr chromosomale Verinderungen aufwiesen als solche mit Wildtyp-
TP53. In einer weiteren Analyse soll nun auch zwischen den unterschiedlichen Formen der
TP53-Affektion unterschieden werden. Dazu wurde ein Vergleich der Zahl der Aberrationen
zwischen den vier Gruppen durchgefiihrt. Hierbei wurde bei Patienten ohne TP53-Affektion
eine mediane Aberrationszahl von finf Veranderungen festgestellt, bei den Patienten mit
single-hit-Mutation waren es zehn. Bei single-hit-Deletierten lag der Median bei acht
Aberrationen und bei maulti-hit-TP53-Verinderung sogar bei zwolf Aberrationen. Der p-Wert
fir diese Gesamtuntersuchung lag nach Kruskal-Wallis bei <0,0001. Im paarweisen
Vergleich zwischen den vier Gruppen zeigten sich signifikante Unterschiede im Vergleich
zwischen den Wildtyp-Patienten und denen mit single-hit-Mutation (p-Wert 0,0003) oder
multi-hit-Affektion (p-Wert <0,0001). Im Vergleich Wildtyp gegen single-hit-Deletion wurde
kein Signifikanzniveau erreicht, was aber vor allem der Gruppengréf3e von nur vier Patienten
mit single-hit-Deletion zuzuschreiben ist. Im Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen mit
TP53-Verinderungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse dieser

Analyse sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten nach
Form der TP53-Verinderung

3.4.1.4 Komutationen

Nachdem in Kapitel 3.2.4 bereits festgestellt wurde, dass die Zahl der parallel vorliegenden
somatischen Mutationen bei Patienten mit auf irgendeine Weise verdndertem TP53 geringer

war als bei Wildtyp-Patienten, wurde die Zahl und die Art der Komutationen noch einmal in
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Abhingigkeit von der Art der TP53-Affektion untersucht. Dazu wurde eine Untersuchung
der festgestellten Mutationen bei den Patienten, bei denen eine umfangreiche
molekulargenetischer Analyse vorlag, aufgetrennt in die vier Gruppen der TP53-
Verinderungen durchgefihrt. Dabei zeigte sich, wie bereits in der Untersuchung in Kapitel
3.2.4, eine mediane Zahl parallel vorliegender somatischer Mutationen von 1,5 in der Gruppe
der Wildtyp-Patienten. Sowohl bei single-hi+-Mutation als auch bei multi-hit-Verinderung lag
dieser Median bei null Mutationen. Bei Patienten mit szuzgle-hit-Deletion wurde eine mediane
Komutationszahl von 0,5 festgestellt, allerdings gingen hier auch nur zwei Patienten in die
Analyse mit ein. Der p-Wert nach Kruskal-Wallis lag fiir diesen Vier-Gruppen-Vergleich bei
0,039 und ist damit als signifikanter Unterschied zu werten. Bei Betrachtung der paarweisen
Vergleiche zeigt sich nur beim direkten Vergleich von Wildtypen und mu/ti-hit-Betroffenen
ein signifikanter Unterschied (p-Wert 0,0074), der Vergleich zwischen Wildtypen und single-
hit-Mutierten verfehlt das festgelegte Signifikanzniveau mit einem p-Wert von 0,058 knapp.
Dennoch ldsst sich wohl zumindest ein Trend in Richtung weniger somatische
Komutationen bei mutiertem TP53 erkennen. Die hier beschriebenen Ergebnisse sind in
Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten nach
Form der TP53-Verinderung

Die Art der Mutationen in der Gruppe der Wildtyp-Patienten ist Kapitel 3.2.4 zu entnehmen.
Eine Untersuchung und Aufteilung in die einzelnen Formen der TP53-Affektion wurde
durchgefiihrt. Dabei lieen sich in der Gruppe mit single-hi--Mutation, in der fiir zehn der 31
Patienten eine umfangreiche NGS-Analyse durchgefiihrt wurde, insgesamt sieben
Mutationen aufgeteilt auf funf Patienten feststellen. Von diesen fiinf Patienten wiesen vier
nur eine einzelne somatische Komutation auf, bei einem fiinften wurden drei Mutationen

beobachtet. Bei diesen sieben Mutationen handelt es sich um zwei Mutationen in TET2, eine
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in SRSF2, eine in DNMT3A4, eine in EZH2, eine in PFH6 und eine in IDH?2.
In der Gruppe der single-hit-Deletierten lag fiir zwei der vier Patienten ein Ergebnis aus dem
NGS-Panel vor, welches lediglich eine Mutation in RUNX7 nachwies.
In der Gruppe mit wulti-hit-verindertem TP53 lagen fiir 17 der 45 Patienten umfassende
molekulargenetische Analysen vor. Dabei wurden neun Mutationen in acht Patienten
festgestellt, von denen nur einer zwei Mutationen aufwies. Diese neun Mutationen gliedern
sich auf in zwei Mutationen in PFH6, und je eine in RUNXT, ASXL.7, DNMT13A, TET2,
EZH2, NOTCHT und NRAS.

3.4.2 Variante Allelfrequenz der TP53-Mutationen

3.4.2.1 Ubetleben

Welchen Einfluss die Klongro3e der TP53-mutierten Zellklone (TP53mut-Klone) auf das
Uberleben der Patienten hat, diskutierten auch schon Sallman et al. (2016) sowie Haase et al.
(2019). Um den Einfluss der VAF auf die hier analysierte Kohorte von Patienten mit
komplexen Karyotypen zu untersuchen, wurden anhand der Klongrofle drei Gruppen
gebildet. Eine Gruppe umfasste die Patienten ohne TP53-Mutation. In dieser Gruppe finden
sich auch die Patienten mit einer reinen 17p-Deletion, aber ohne nachweisbare TP53-
Mutation. Diese Gruppe wird im Weiteren als Wildtyp-Gruppe bezeichnet, da hier nur der
molekulargenetische TP53-Status betrachtet wird. Eine zweite Gruppe bildeten TP53-
Mutierte mit einer VAF <40%, die dritte Gruppe Patienten mit einer TP53mut-VAF von
>40%. Die Grenze von 40% otientierte sich an den Ergebnisse von Sallman et al. (2016).
Diese drei Gruppen wurden hinsichtlich ihres medianen Uberlebens untersucht und
verglichen. Nicht fur alle Patienten war eine VAF verftgbar, da vor der Etablierung der
NGS-Analyse in unserem Labor analysierte und eingeschlossene Patienten nach Sanger
sequenziert wurden. Die hier betrachteten Fallzahlen sind also niedriger als in den

vorangegangenen Analysen
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Abbildung 40: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Patienten mit mehr oder weniger als 40%
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Unterschied im medianen Uberleben feststellen, dennoch sind die Kurvenverliufe in ihrer
Dynamik unterschiedlich. Wihrend der Verlauf sich bis zum Erreichen des Medians bei
beiden Gruppen dhnlich ist, flachte die Kurve der Patienten mit geringerer VAF im Verlauf
etwas ab, wihrend die der Patienten mit hoher VAF kontinuierlich fiel. Daher lisst sich
zumindest ein Trend der ungiinstigeren Prognose bei hoherer VAF ablesen. Die
beschriebenen Kurven finden sich in Abbildung 40.

3.4.2.2 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten

Zur Analyse auf etwaige Unterschiede in den Blut- und Blasten-Werten sowie Aberrations-
und Komutations-Zahl wurde die Kohorte der Patienten mit cA entsprechend ihrer VAF in
vier Gruppen unterteilt. Wie bereits in der Ubetlebensanalyse bildeten die Patienten, die
keine molekulargenetische TP53-Mutation aufwiesen, Gruppe 1. Gruppe 2 bestand aus
Patienten mit einer TP53mut-VAF von <20%, Gruppe 3 aus Patienten mit einer Klongro3e
von 20-39%. Die letzte Gruppe bildeten erneut die Patienten, bei denen eine VAF von =240%

festgestellt werden konnte.

Zuerst wurden diese vier Gruppen auf ihre medianen Hb-Werte untersucht und verglichen.
Dabei zeigte sich in der Wildtyp-Gruppe ein Median bei 9,25 g/dl, in Gruppe 2 bei 10 g/dl.
Patienten mit einer VAF 220%-<40% zeigten einen medianen Hb-Wert von 8,4 g/dl,
wihrend der der Patienten mit 240% einen bei 9,15 g/dl lag. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den medianen Hb-Werten festgestellt werden (p-Wert nach Kruskal-
Wallis 0,59). Auch in den sechs paarweisen Vergleichen konnte bei keinem ein signifikanter

Unterschied festgestellt werden. Abbildung 41 zeigt die hier geschilderten Ergebnisse.

Kruskal-Wallis, p = 0.59 : 058 .
0.37
20 : 0.21 | I
181 | 0.58 |
0.32
161 | 071 |
= | : .
314
212+ b )
212 R . . .
e e B o
R S— = -
61 . .
41 . . . o
Wildtyp VAF <20% VAF 20-39% VAF >40%
, , TP53mut VAF .
Median: 9,25 g/dl Median: 10 g/dl Median: 8,4 g/dl  Median: 9,15 g/dl

Abbildung 41: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte der Patienten mit cA nach
Klongro3e (VAF) der TP53Mutationen
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Zur Untersuchung der zweiten Blutreihe wurde die Zahl der Thrombozyten der Patienten
mit den unterschiedlichen Klongréflen verglichen. Dieser Vergleich wurde analog zu dem
der Himoglobin-Werte in vier Gruppen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich bei Patienten ohne
TP53-Mutation ein medianer Thrombozyten-Wert von 74/nl, der Median bei Patienten mit
einer VAF <20% lag bei 22/nl. In der dritten Gruppe mit einer VAF von 20-39% wurde ein
medianer Wert von 47/nl beobachtet, wihrend der der Patienten mit einer KlongroB3e =40%
bei 58/nl lag (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,076). In den paarweise durchgefiihrten
Vergleichen der medianen Thrombozyten-Werte der Gruppen zeigte sich nur in einem der
sechs Vergleiche ein signifikanter Unterschied: Beim Vergleich der Mediane ergab sich
zwischen Wildtyp-Patienten und solchen mit einer VAF <20% ein p-Wert von 0,022. Da die
Gruppe der Patienten mit Klongré3en <20% allerdings nur aus sieben Patienten bestand,
muss dieser Unterschied beziiglich seiner Aussagekraft kritisch betrachtet werden. Beim
Vergleich der tibrigen Paare zeigte sich kein weiterer signifikanter Unterschied, obwohl der
Unterschied zwischen einer VAF <20% und 240% mit einem p-Wert von 0,059 das
Signifikanzniveau nur knapp verfehlte. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse findet
sich in Abbildung 42.
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Abbildung 42: Boxplot zum Vergleich detr Thrombozyten-Zahlen der Patienten nach Klongréf3e
(VAF) der TP53Mutationen

Als dritter und letzter Blutwert wurde die Zahl der neutrophilen Granulozyten untersucht.
Dabei erfolgte der Vergleich erneut in den vier zuvor beschriebenen Gruppen. In der Gruppe
mit Patienten ohne somatische TP53-Mutation zeigte sich bei der Zahl der Neutrophilen ein
Median von 1,3/nl. Dieser Mediane betrug bei Patienten mit einer VAF <20% 0,98/nl.
Patienten, die eine TP53-Mutation mit einer Klongré3e von 20-39% aufwiesen, zeigten einen
medianen Neutrophilen-Wert von 0,9/nl und die mit einer VAF 240% wiesen einen

medianen Wert von 0,79/nl auf (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,78). In dieser Untersuchung
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konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Auch im paarweisen Vergleich
wurde bei keiner der sechs Analysen das Signifikanzniveau erreicht. In Abbildung 43 sind

diese Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 43: Boxplot zum Vergleich der Neutrophilen-Zahlen der Patienten nach Klongréf3e
(VAF) der TP53-Mutationen

Eine weitere Untersuchung wurde durchgefithrt, um den Anteil der myeloischen Blasten am
Knochenmark in Abhingigkeit von der TP53-Klongroie zu analysieren. Dazu erfolgte ein
Vergleich des Blasten-Anteils am Knochenmark in den vier Gruppen, die auch schon in den
vorangegangenen Analysen angewandt wurden. In der Gruppe der Patienten ohne TP53-
Mutation betrug dieser Anteil im Median 8%. In den Gruppen mit einer VAF <20%, 20-
<40% und =40% betrugen die medianen Blasten-Anteile 11%, 16% und 17% (p-Wert 0,38).
Dieser fehlende Unterschied zwischen den Gruppen steht im Kontrast zu der Beobachtung,
dass Patienten mit TP53-Verinderung tendenziell einen groB3eren Anteil an Knochenmarks-
Blasten aufweisen (s. Kapitel 3.2.2). Auch im paarweisen Vergleich der einzelnen Gruppen
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der gréite Unterschied zwischen
den medianen Blasten-Anteilen bestand mit einem p-Wert von 0,084 zwischen Patienten
ohne und solchen mit einer Mutation mit einer KlongréBe von 20-<40%. Die Ergebnisse

dieser Analyse sind in Abbildung 44 zu finden.
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Abbildung 44: Boxplot zum Vergleich des Blasten-Anteils am Knochenmark der Patienten nach
Klongrofle (VAF) der TP53Mutationen

3.4.2.3 Zahl zytogenetischer Aberrationen

Die Aufteilung der Patienten in die vier Gruppen je nach KlongréB3e der TP53-Mutation
wurde auch fir den Vergleich der Zahl der chromosomalen Veridnderungen beibehalten. Fir
diese vier Gruppen wurde die mediane Zahl der zytogenetischen Aberrationen bestimmt und
miteinander verglichen. Patienten, bei denen keine TP53-Mutation festgestellt werden
konnte, zeigten eine mediane Aberrationszahl von finf chromosomalen Verinderungen. Bei
Patienten mit einer VAF <20% lag dieser Median bei 13 Verinderungen, bei einer VAF von
20-39% bei elf Aberrationen. Patienten mit einer VAF 240% wiesen eine mediane
Aberrationszahl von 14 auf (p-Wert nach Kruskal-Wallis <0,0001). Im paarweisen Vergleich
der Gruppen lieBen sich zwischen Wildtypen und jeder GroBe der TP53-Mutationen
signifikante Unterschiede feststellen: beim Vergleich Wildtyp gegen VAF <20% betrug der
p-Wert 0,002, beim Vergleich Wildtyp gegen VAF 20-<40% 0,00038 und beim Vergleich
Wildtyp gegen VAF 240% <0,0001. Beim Vergleich der Gruppen mit verschieden groflen
TP53mut-Klonen untereinander konnte bei keinem der drei Vergleiche ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 45
dargestellt.

Des Weiteren fiihrten wir eine Analyse zur Korrelation zwischen der GroBe des TP53-
mutieren Zellklons und der Zahl der zytogenetischen Aberrationen durch. Dabei konnte eine
positive Korrelation festgestellt werden, sodass in unserer Kohorte Patienten mit groferer

VAF tendenziell eine héhere Zahl chromosomaler Verdnderungen zeigten (Abbildung 46).
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Abbildung 45: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten nach
Klongrof3e (VAF) der TP53-Mutationen
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Abbildung 46: Scatter Plot zur Korrelation zwischen der Klongréfle der TP53Mutationen und der
Zahl zytogenetischer Aberrationen x-Achse: Klongréfie der TP53-Mutation, y-Achse: Zahl

zytogenetischer Aberrationen

3.4.2.4 Komutationen

Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die Zahl der parallel vorliegenden somatischen

Mutationen mit steigender VAF des TP53mut-Klons verindert. Dazu wurden die bereits
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etablierten vier Gruppen auf das Vorliegen von Komutationen untersucht und verglichen.
Dabei zeigte sich fiir Patienten ohne nachweisbare Mutation eine mediane Komutations-
Zahl von 1,5. Bei Patienten mit einer Klongrof3e ihrer TP53-Mutation <20% lag der Median
bei null, bei einer VAF von 20-39% bei 0,5. Patienten, deren VAF >40% war, wiesen im
Median eine Komutation auf (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,091). Im paarweisen Vergleich
erreichte nur einer der sechs Vergleiche das Signifikanzniveau. Dabei handelte es sich um
den Vergleich zwischen Wildtyp-Patienten und solchen mit einer VAF <20% (p-Wert 0,040).
Die p-Werte in den Vergleichen der Wildtypen mit Patienten mit einer VAF von 20-39%
und mit denen mit einer VAF 240% betrugen 0,096 und 0,23, sodass der Eindruck entsteht,
als wiirde der Unterschied mit steigender VAF geringer. Auch in den Vergleichen der
Gruppen mit TP53-Mutation untereinander konnte kein Unterschied nachgewiesen werden.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse ist Abbildung 47 zu entnehmen.
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Abbildung 47: Boxplot zum Vergleich der parallel vorliegenden somatischen Mutationen der
Patienten nach Klongréf3e (VAF) der TP53Mutationen

Neben der Zahl parallel vorliegender Komutationen wurde auch die Zahl der verschiedenen
TP53-mutierten Klone betrachtet. Dabei lie3 sich feststellen, dass in der Gruppe der
Patienten mit einer VAF <20% drei der sieben analysierten Patienten (42,9%) nicht nur
einen, sondern zwei TP53-mutierte Klone aufwiesen. In der Gruppe der Patienten mit einer
VAF von 20-<40% konnte bei sechs der 20 untersuchten Patienten (30%) eine zweite TP53-
Mutation festgestellt werden. Bei den Patienten mit einer VAF 240% wurde eine zweite

Mutation bei nur zwei von 22 Patienten (9%) beobachtet.

3.5 5g-Verinderungen

Eine Deletion im langen Arm von Chromosom 5 (del(5q)) ist die haufigste zytogenetische

Verinderung, die bei Patienten mit MDS beobachtet werden kann. In seiner isolierten Form
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ist die Veranderung oft mit einer giinstigen Prognose assoziiert (Adema and Bejar 2013), als

Teil eines komplexen Karyotyps ist seine Rolle allerdings noch nicht abschlieSend geklart.

3.5.1 5q-Deletionen

3.5.1.1 Ubetleben
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Abbildung 48: Kaplan-Meier-fJberlebenskurve der Patienten
nach 5q-Deletions-Status a: Gesamtkohorte, b: Kohorte mit

komplexem Karyotyp

Es wurde eine Analyse des
medianen ~ Uberlebens  der
Gesamtkohorte und der
Kohorte mit cA abhingig vom
5g-Status durchgefiihrt. Dabei
wurden Patienten, die
irgendeine Form der 5qg-
Deletion  aufwiesen,  von
solchen unterschieden, in denen
5q nicht von zytogenetischen
Verinderungen betroffen war
bzw. es zu keiner Deletion
gekommen  war. In  der
Gesamtkohorte waren fir 66
Patienten mit nicht deletiertem
5q und 81 Patienten mit 5q-
Deletion  Uberlebensanalysen
moglich, in der Kohorte mit cA
wurde die Analyse an 32
Patienten ohne und 78
Patienten mit Deletion
durchgefiithrt. Dabei zeigte sich
in der Gesamtkohorte bei

Patienten ohne Deletion ein

medianes OS von 860 Tagen, wihrend Patienten mit Deletion das mediane OS bereits nach
160 Tagen erreichten (p-Wert <0,0001, Abb. 48a). Da der groBte Teil der Patienten mit

Deletion einen komplexen Karyotyp aufwies, wurde auch die reine cA-Kohorte analysiert,

in der sich wiederum deutlich weniger Patienten ohne 5q-Deletion fanden. Hier wurde bei

Patienten ohne Deletion ein medianes OS von 371 Tagen erreicht, wihrend das der Patienten
mit del(5q) bei 157 Tagen lag (p-Wert 0,021, Abb. 48b). Auch hier blieb der Unterschied

signifikant.

Da eine Deletion von 5q auch bei Patienten mit komplexen Karyotypen einen Einfluss auf

das Uberleben zu haben scheint und deshalb einen méglichen zusitzlichen Risikofaktor

darstellt, wurden weitere Untersuchungen zum FEinfluss der del(5q) auf verschiedene
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Faktoren untersucht. Diese Analyse, die alle an der Kohorte der Patienten mit cA

durchgefiihrt wurden, sind im Folgenden dargestellt.

3.5.1.2 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten
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Abbildung 49: Boxplot zum Vergleich der Blutwerte der

Patienten nach 5q-Deletions-Status a: Himoglobin-Werte, b:

Thrombzytenzahlen, c: Zahl der Neurophilen

Median: 0,98/nl

Analog zu der Untersuchung der
Patienten mit und ohne PPM7D-
bzw. TP53-Mutation wurden
auch an dieser Stelle zuerst
Unterschiede in den Blutwerten
betrachtet. Als erster Parameter
erfolgte die Analyse der Hb-
Werte. Bei Patienten mit del(5q)
lag der mediane Hb-Wert bei
8,86 g/dl, bei Patienten, bei
denen eine del(5q) kein Teil des
Aberrationsmusters  war, lag
dieser Median bei 9,2 g/dl (p-
Wert nach Wilcoxon 0,39). Es
konnte kein signifikanter
Unterschied  zwischen  den
medianen Werten festgestellt
werden. Die Verteilung der
verschiedenen Hb-Werte ist in
Abbildung 49a dargestellt.

Als nichster Parameter wurden
die unterschiedlichen Zahlen der
Blutplittchen verglichen. Dabei
zeigte sich bei Patienten, bei
denen eine Deletion von 5q
nachgewiesen werden konnte,
ein medianer Thrombozyten-
Wert von 56/nl. Dieser mediane
Wert lag bei Patienten, bei denen
keine 5g-Deletion festgestellt
werden konnte, bei 63/nl (p-
Wert nach Wilcoxon 0,26). Auch

hier konnte kein Unterschied

zwischen den medianen Thrombozyten-Zahlen festgestellt werden. Diese Ergebnisse sind in

Abb. 49b zu sehen.
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Als dritter und letzter Vergleich der Parameter aus dem peripheren Blut wurden die Zahlen

der neutrophilen Granulozyten verglichen. Dabei lag der mediane Wert bei Patienten mit
del(5q) bei 0,92/1l, der der Patienten ohne del(5q) bei 0,98/nl (p-Wert nach Wilcoxon 0,53).
Die Verteilung der ANC-Werte ist Abbildung 49¢ zu entnehmen.

Bei allen drei Vergleichen lagen die Werte der Patienten mit del(5q) etwas unterhalb der der
Patienten ohne Deletion, dennoch konnte in keiner der drei Reihen ein signifikanter

Unterschied zwischen Patienten mit und ohne del(5q) festgestellt werden.

Weiterhin wurde ein Vergleich des Anteils der myeloischen Blasten am Knochenmark

durchgefiihrt. Dazu wurden
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Abbildung 50: Boxplot zum Vergleich des Anteils myeloischer medianen Wert von 12%
Blasten am Knochenmark der Patienten nach 5q-Deletions- auf (p-Wert nach
Status

Wilcoxon 0,48). Wie auch
schon bei den Blutwerten weisen Patienten mit del(5q) minimal ungtinstigere Werte auf,
allerdings sind ist dieser Unterschied auch bei den KM-Blasten nicht grof3 genug, um ein

Signifikanzniveau zu erreichen. Eine graphische Darstellung der Blasten-Werte ist in
Abbildung 50 zu sehen.

3.5.1.3 Zahl zytogenetischer Aberrationen

5g-Deletionen sind bei Patienten mit MDS die einzigen zytogenetischen Verinderungen, die
gemil} der WHO-Klassifikation von 2016 einen eigenen Subtyp definiert (Arber et al. 2016).
Daftr muss die del(5q) entweder isoliert oder in Kombination einer weiteren Veranderung,
die nicht das Chromosom 7 betreffen darf, auftreten (s. Kapitel 1.1.3, Tabelle 1). Die meisten
5g-Deletionen treten in dieser Form auf, nur ein geringerer Teil ist Bestandteil eines
komplex-aberranten Karyotyps. Um mehr tiber die Rolle der del(5q) als Teil eines komplexen
Karyotyps herauszufinden, wurde in der hier untersuchten Kohorte mit cA die Zahl der
vorliegenden zytogenetischen Verdnderungen in Abhingigkeit des 5g-Deletions-Status

analysiert. Dabei zeigte sich, dass bei Patienten mit del(5q) der Median der festgestellten
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also signifikant mehr parallel vorliegende chromosomale Verinderungen als Patienten, bei

denen das komplex-aberrante Aberrationsmuster keine del(5q) beinhaltete. Die hier

beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 51 zu sehen.

3.5.1.4 Molekulargenetische Verinderungen
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Abbildung 52: Boxplot zum Vergleich der Zahl somatischer

Komutationen und Gesamtmutationen der Patienten nach 5q-
Deletions-Status a: ohne TP53 und PPM1D, b: mit TP53 und PPM1D
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vorliegenden somatischen Mutationen verglichen.

Bei der Untersuchung der Mutationen ohne TP53 und PPM1D zeigte sich bei Patienten mit
deletiertem 5q eine mediane Mutationszahl von null Mutationen. Bei Patienten ohne del(5q)
lag dieser Median bei 1,5 Mutationen (p-Wert nach Wilcoxon 0,016, Abb. 52a). Patienten mit
nicht deletiertem 5q wiesen also signifikant mehr parallel vorliegende somatische Mutationen
auf, wenn TP53 und PPM7D nicht mitbetrachtet werden. In der zweiten Untersuchung, bei
der Mutationen in diesen beiden Genen miteinbezogen werden, ergibt sich, dass die mediane
Mutationszahl bei Patienten mit del(5q) bei eins und bei Patienten ohne del(5q) weiterhin bei
1,5 liegt (p-Wert nach Wilcoxon 0,57, Abb. 52b). Hier lie3 sich also kein Unterschied mehr
zwischen Patienten mit unterschiedlichem 5q-Deletions-Status. In Abbildung 52 sind diese

Ergebnisse in Form eines Boxplots dargestellt.

3.5.2 5q-Deletionen in Verbindung mit 7P53Mutationen

In der untersuchten Kohorte konnte bei 80 der 115 Patienten mit cA (69,57%) eine del(5q)
festgestellt werden. Bei 69 dieser 80 Patienten (86,25%) konnte zusitzlich eine Affektion von
TP53 (Mutation und/oder Deletion) festgestellt werden, die tibrigen elf der 80 Patienten mit
del(5q) (13,75%) wiesen einen TP53-Wildtyp auf. Um genauer zu untersuchen, wie del(5q)
und TP53-Affektion das Uberleben und unterschiedliche Parameter wie Blutwerte oder
Blastenanteil beeinflussen, wurde die Kohorte der Patienten mit cA in vier Gruppen
aufgeteilt: Gruppe 1 umfasste die Patienten, bei denen sowohl TP53 als auf 5q unverindert
waren. Gruppe 2 wurde von den Patienten gebildet, die zwar eine TP53-Verinderung, aber
keine del(5q) aufwiesen. Gruppe 3 bestand aus den Patienten, bei denen ein TP53-Wildtyp
aber ein deletiertes 5q nachgewiesen wurde. Gruppe 4 umfasste schliefllich die Patienten, die
sowohl TP53-Affektion als auch ein deletiertes 5q zeigten. Gruppe 1 umfasste 24 (20,87%),
Gruppe 2 zwolf (10,43%), Gruppe 3 elf (9,57%) und Gruppe 4 68 (59,13%) der 115 Patienten

mit komplexem Karyotyp.

3.5.2.1 Ubetleben

Als erstes wurde das mediane OS der vier Gruppen untersucht. Dabei wurde beobachtet,
dass Patienten, bei denen weder TP53 noch 5q verindert waren, ein medianes OS von 559
Tagen erreichten. Bei Patienten, die eine TP53-Mutation ohne del(5q) aufwiesen, lag dieser
Median bei 78 Tagen, wihrend sich bei Patienten, die eine del(5q) oder TP53-Mutation
aufwiesen, ein medianes OS von 654 Tagen zeigte. Patienten, bei denen sowohl eine TP53-
Verinderung als auch ein del(5q) nachgewiesen werden konnte, erreichten ein medianes OS
von 106 Tagen (p-Wert 0,00036). Zwischen den Gruppen mit oder ohne TP53-Verinderung

zeigt sich ein deutlicher Unterschied im medianen OS, wihrend zwischen den Gruppen 1
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Abbildung 53: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Patienten mit
komplexen Karyotypen nach 7TP53 und 5q-Deletions-Status

3.5.2.2 Blutwerte und Knochenmarks-Blasten

In dieser Aufteilung in vier Gruppen je nach Betroffenheit von TP53 und 5q erfolgte auch
ein Vergleich der verschiedenen Blutwerte. Zuerst wurde fiir alle vier Gruppen ein medianer
Himoglobin-Wert ermittelt und anschlieBend verglichen. Dabei ergab sich fiir Gruppe 1 ein
medianer Hb-Wert von 8,9 g/dl, fir Gruppe 2 ein medianer Hb-Wert von 9,8 g/dl. Gruppe
3 wies einen Hb-Median bei 9,4 g/dl auf, wihrend dieser Wert fiir Gruppe 4 bei 8,8 g/dl lag
(p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,37). Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Hb-Medianen. Auch beim paarweisen Vergleich der einzelnen Gruppen lie3
sich bei keiner der sechs durchgefithrten Vergleiche ein signifikanter Unterschied feststellen.

Eine Darstellung dieser Ergebnisse findet sich in Abbildung 54.
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Abbildung 54: Boxplot zum Vergleich der Himoglobin-Werte der Patienten nach 7P53% und 5q-

Deletions-Status
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Des Weiteren wurden die vier Gruppen auf ihrer jeweiligen medianen Thrombozyten-Werte
untersucht und miteinander verglichen. Fur Patienten mit unverindertem TP53 und
undeletiertem 5q ergab sich dabei eine mediane Thrombozyten-Zahl von 51/nl, fur
Patienten mit TP53-Verinderung ohne del(5q) zeigte sich dieser Median bei 73/1nl. Patienten,
die bei TP53-Wildtyp eine del(5q) aufwiesen, wiesen eine mediane Thrombozyten-Zahl von
90/nl auf, wihrend dieser Wert bei Patienten mit TP53-Verinderung und del(5q) bei 49/nl
lag (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,13). In der Gesamtuntersuchung der Blutplittchen-Zahl
konnte also kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Beim paarweisen Vergleich
der einzelnen Gruppe erreichte jedoch einer der p-Werte das Signifikanzniveau: Im Vergleich
zwischen den Gruppen 3 und 4 ergab sich ein p-Wert von 0,04. Damit unterscheiden sich in
dieser Untersuchung 5q-Deletions-Patienten ohne TP53-Verinderungn signifikant von
solchen mit verindertem TP53. In den ubrigen fiinf Paar-Vergleichen konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. In Abbildung 55 sind diese Ergebnisse zu
dargestellt.
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Abbildung 55: Boxplot zum Vergleich der Thrombozyten-Zahlen der Patienten nach TP53 und
5q-Deletions-Status

Stellvertretend fiir die weile Blutreihe wurde auch eine Untersuchung der Zahl der
neutrophilen Granulozyten durchgefithrt. Dazu wurde fiir die Gruppen auf Grundlage der
verfiigbaren Werte ein medianer Neutrophilen-Wert ermittelt und dann mit den anderen
Gruppen verglichen. Dabei ergab sich fur Gruppe 1 ein medianer ANC von 1,01/nl, fur
Gruppe 2 ein Median bei 0,32/nl und fur Gruppe 3 ein medianer Wert von 3,71/nl. Fur
Gruppe 4 lag dieser mediane ANC bei 0,9/nl (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,34). Es konnte
in der Gesamtuntersuchung kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Beim
paarweisen Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander hingegen erreichte einer der

sechs Vergleiche einen p-Wert von 0,03 und damit das Signifikanzniveau. Dabei handelte es
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sich um den Vergleich zwischen den Gruppen 2 und 3, also zwischen Patienten, die eine
TP53-Affektion, aber kein del(5q) aufwiesen, und solchen, bei denen umgekehrt bei TP53-
Wildtyp ein deletiertes 5q festgestellt werden konnte. Diese beiden Gruppen liegen allerdings
in ihrer Gruppengré3e deutlich unter den beiden anderen. Da auch nicht fir alle Patienten
ANC-Werte vorlagen, erfolgte dieser Vergleich an lediglich funf bzw. sieben Patienten,
sodass der signifikante Unterschied kritisch zu hinterfragen ist. In den tbrigen funf
Vergleichen zwischen den Gruppen konnte kein nennenswerter Unterschied festgestellt
werden. Die Verteilung der ANC-Werte und die graphische Darstellung der Vergleiche ist
Abbildung 56 zu entnehmen.
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Abbildung 56: Boxplot zum Vergleich der Neutrophilen-Zahlen der Patienten nach TP53- und

5q-Deletions-Status

Auch der Anteil der myeloischen Blasten am Knochenmark wurde in den vier bereits
ausfithrlich beschriebenen Gruppen untersucht. Dazu wurde der mediane Blastenanteil einer
Gruppe ermittelt und anschlieBend mit den anderen verglichen. Dabei ergab sich fiir
Patienten mit unverandertem TP53 und 5q ein medianer Blastenanteil von 12%, fir die
Gruppe mit verdndertem TP53 aber normalem 5q lag dieser Median bei 15%. Patienten, die
zwar einen TP53-Wildtypen, aber ein del(5q) aufwiesen, zeigten einen medianen Blasten-
Wert von 4%, wahrend dieser Wert bei Patienten, die sowohl TP53-Verinderung als auch
del(5q) trugen, bei 19% lag (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,025). Bei dieser Untersuchung
zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den medianen Blastenanteilen. In der
genaueren Aufschlisselung dieses Unterschieds durch einen paarweisen Vergleich wurde
festgestellt, dass drei der sechs Vergleiche das Signifikanzniveau erreichten: Zwischen
Gruppe 1 und Gruppe 3, die sich bei TP53-Wildtyp nur durch ihren 5g-Deletions-Status
unterscheiden, wurden in Gruppe 3, also Patienten mit deletiertem 5q, bei einem p-Wert von
0,037 signifikant weniger Blasten als ich Gruppe 1, in der die Patienten keine Deletion

aufwiesen. Auch zwischen Gruppe 2, die aus Patienten mit normalem 5q aber verindertem
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TP53 besteht, und Gruppe 3 lie3 sich mit einem p-Wert von 0,042 ein signifikanter
Unterschied zugunsten von Gruppe 3 feststellen. Der dritte p-Wert, der bei 0,0065 lag und
damit den groBBten Unterschied bezeichnet, war der des Vergleichs zwischen Gruppe 3 und
Gruppe 4, die sich bei del(5q) durch ihren TP53-Status unterscheiden. Patienten mit
zusitzlich affektiertem TP53 zeigen demnach signifikant mehr Blasten im Knochenmark als
solche, bei denen nur die 5q-Deletion vorliegt. Die Vergleiche, die nicht Gruppe 3 betrafen,

erreichten kein Signifikanzniveau. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 56 zu sehen.
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Abbildung 57: Boxplot zum Vergleich des Anteils myeloischer Blasten am Knochenmark der
Patienten nach TP53 und 5q-Deletions-Status

3.5.2.3 Zahl zytogenetischer Aberrationen

In einem nichsten Schritt wurde die Zahl der vorliegenden zytogenetischen Aberrationen
untersucht und zwischen den verschiedenen Gruppen verglichen. In der Gruppe, die keine
Beeintrichtigungen in TP53 oder 5q aufwiesen, lag die mediane Zahl der chromosomalen
Verinderungen bei funf Aberrationen. Bei Patienten, die bei unverindertem 5q eine TP53-
Mutation oder -Deletion aufwiesen, lag der Aberrations-Median bei elf Verinderungen und
bei solchen, bei denen umgekehrt bei TP53-Wildtyp eine Deletion von 5q festgestellt wurde,
bei sechs Aberrationen. Patienten, bei denen sowohl TP53 als auch 5q von Verinderungen
betroffen waren, zeigten wie Gruppe 1 eine mediane Aberrationszahl von elf Verinderungen
(p-Wert nach Kruskal-Wallis <0,0001). Das Ausmal} dieses Unterschiedes wird im
paarweisen Vergleich der verschiedenen Gruppen noch einmal verdeutlicht. Dabei zeigt sich
in drei der sechs Einzelvergleiche ein p-Wert unter 0,05: Ein erster signifikanter p-Wert
(0,0071) ergibt sich aus dem Vergleich zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2, die sich bei
normalem 5q in ithrem TP53-Status unterscheiden. Patienten mit TP53-Veridnderung zeigen
demnach bei unverindertem 5q signifikant mehr zytogenetische Aberrationen. Der zweite

signifikante Unterschied mit einem p-Wert von 0,025 lag zwischen Gruppe 3 und Gruppe 4,
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die sich bei del(5q) in ithrem TP53-Status unterscheiden. Auch bei deletiertem 5q kam es bei
TP53-Verinderung zu signifikant mehr chromosomalen Verinderungen. Die Gruppen 2 und
4, die sich bei verindertem TP53 in ihrem 5g-Status unterschieden, zeigte sich hingegen
keinerlei Unterschied in der Zahl zytogenetischer Aberrationen. Der dritte und gréf3te
Unterschied zeigte sich zwischen den Gruppen 1 und 4 (p-Wert <0,0001): Dabei wurden
Patienten, bei denen sowohl TP53 als auch 5q im Wildtyp vorlag, mit denen verglichen, bei
denen beide Faktoren verdndert waren. Die Beobachtung, dass Patienten in Gruppe 4
deutlich mehr Aberrationen aufwiesen, ist mit den bisher gemachten Beobachtungen in
Einklang zu finden. Die Vergleiche zwischen den Gruppen 1 und 3 sowie 2 und 3 wiesen
keine signifikanten Unterschiede auf. Eine graphische Darstellung der Aberrationszahlen
findet sich in Abbildung 57.
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Abbildung 58: Boxplot zum Vergleich der Zahl zytogenetischer Aberrationen der Patienten nach
TP53- und 5q-Deletions-Status

3.5.2.4 Komutationen

Als letzter Faktor wurde der Einfluss des TP53- und 5q-Deletions-Status auf die Zahl der
parallel vorliegenden somatischen Komutationen untersucht. Dazu wurden die Patienten, zu
denen eine umfangreiche molekulargenetische Untersuchung vorlag, in den bereits
beschriebenen vier Gruppen miteinander verglichen. Patienten, die weder eine Verinderung
von TP53 noch eine Deletion von 5q aufwiesen, zeigten im Median zwei Mutationen. War
TP53 verindert, 5q aber weiterhin nicht deletiert, verschob sich dieser Median auf null
Mutationen. Patienten, bei denen bei TP53-Wildtyp eine Deletion von 5q auftrat, wiesen im
Median eine somatische Mutation auf. In der Gruppe mit TP53- und 5g-Verinderung lag der
Median wiederum bei null weiteren Mutationen (p-Wert nach Kruskal-Wallis 0,016). In der
auch bei dieser Analyse durchgefithrten paarweisen Untersuchung der Unterschiede

zwischen den Gruppen ergab sich bei nur einem der sechs Vergleiche ein signifikanter
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Unterschied zwischen den Medianen. Dieser lag zwischen der medianen Mutationszahl von
Gruppe 1 und der der Gruppe 4 (p-Wert 0,0028). Demnach zeigten Patienten ohne
Verinderung der zwei untersuchten Faktoren signifikant weniger Komutationen als
Patienten, bei denen beide Faktoren ungiinstig verandert waren. Zwischen Patienten mit und
ohne TP53-Verinderung, die keine del(5q) aufwiesen, war der Unterschied nicht signifikant.
Auch in den tibrigen Vergleichen wurde kein Unterschied festgestellt, allerdings muss auch
hier erwihnt sein, dass in den Gruppen 2 und 3 nur sehr wenige Patienten untersucht werden

konnten. Die Ergebnisse dieser Analyse finden sich in Abbildung 58.
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4 Diskussion

4.1 Risikofaktoren bei Patienten mit MDS

Aus der Charakterisierung der hier untersuchten Kohorten konnten bestimmte Faktoren, die
das Uberleben der Patienten beeinflussten, festgestellt und in ihrem Finfluss auf den
Krankheitsverlauf untersucht werden. Dazu wurden verschiedene Parameter betrachtet und
in Ubetlebensanalysen einbezogen, um anhand dieser Analysen den Einfluss auf die
Prognose der Patienten festzustellen. Da aufgrund der geringen Gruppengrof3e und des zu
einem groB3en Teil nicht erreichten medianen OS in der Kontrollkohorte ohne cA keine
wirklich aussagekriftigen Ergebnisse erzielt werden konnten, wurde der unterschiedlich
starke Einfluss auf das Uberleben der Patienten nur fiir die Gesamtkohorte und fiir die

Patienten mit cA quantitativ ausgewertet.

In der Gesamtkohorte, die Patienten mit und ohne cA einschlie3t, wurden verschiedene
Faktoren in ihrem Einfluss auf das Uberleben der Patienten untersucht. Die Kaplan-Meier-
Kurven finden sich in den jeweiligen Kapiteln im Ergebnis-Teil dieser Arbeit. Nach
Betrachtung und Analyse all der untersuchten Faktoren wurde der Einfluss dieser
quantifiziert, indem fir die Parameter Hazard-Ratios (HR) und Konfidenzintervalle (KI)
berechnet wurden. Eine Ubersicht tiber diese Werte fiir die untersuchten Parameter ist in
Tabelle 15 zu sehen. Dabei wurden die Werte in der Reihenfolge ihrer Abhandlung im
Ergebnisteil gelistet.

Nachdem die HRs fur die verschiedenen Werte berechnet wurden, erfolgte ein Vergleich
eben dieser. Dabei wurden fiir die Gesamtkohorte die acht Faktoren mit dem in den
Einzelanalysen stirksten Einfluss auf das Uberleben der Patienten definiert. Dabei handelt
es sich um das Vorliegen eines komplexen Karyotyps (HR 8,32), ob eine TP53-Verinderung
vorliegt (HR 6,25) und den Deletionsstatus von Chromosom 5q (HR 4,25). Weitere relevante
Einflussfaktoren sind die Zahl der neutrophilen Granulozyten (HR 3,39), der Himoglobin-
Wert (HR 2,79), die Knochenmarks-Blasten (HR 2,61), die Zahl der zytogenetischen
Aberrationen (HR 2,56) sowie die Einstufung nach IPSS-R (HR 2,51). Eine graphische
Darstellung dieser Faktoren sowie der jeweiligen Konfidenzintervalle in Form eines Forest-
Plots findet sich in Abbildung 59.

Tabelle 15: Analysierte Faktoren und ihr Einfluss auf das Uberleben der Patienten der

Gesamtkohorte
Faktoren Medianes OS (in | p-Wert HR  (p- | Unteres Oberes
Tagen) Wert des | Ende des | Ende des
HR) KI KI
Komplexer Karyotyp | NA (nicht | <0,0001 | 832 (<] 3,58 19,3
komplex) vs. 160 0,0001)
(komplex)
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Faktoren Medianes OS (in | p-Wert HR  (p- | Unteres Oberes
Tagen) Wert des | Ende des | Ende des
HR) KI KI
Geschlecht 325 (m) vs. 298 (w) | 0,9 1,02 (0,93) | 0,64 1,62
Therapieassoziation | 363 (nicht | 0,9 0,96 (0,86) | 0,57 1,59
assoziiert) vs. 253
(therapieassoziiert)
IPSS-R NA (very low und | <0,0001 | 2,51 1,57 4,0
low)  vs. 787 (0,0001)
(intermediate und
high) vs. 162 (very
high)
Periphere NA (keine oder | 0,091 1,45 1,024 2,044
Zytopenien eine) vs. 325 (zwei) (0,030)
vs. 253 (drei)
Hb (> 10g/dl, 8- | NA (> 10 g/dl) vs. | <0,0001 | 1,44 1,08 1,92
10 g/dl, < 8 g/dl) 160 (8-10 g/dl) vs. (0,012)
289 (< 8 g/d))
Hb (</> 10 g/d)) 860 (> 10 g/dl) vs. | 0,00055 2,79 1,52 5,12
199 (< 10 g/dl) (0,0009)
Thrombozyten (</> | 431 (> 50(nl) vs. | 0,0099 1,82 1,45 2,88
50/nl) 171 (< 50/1l) (0,011)
ANC (</>0,8/nl) 559 (> 0,8/nl) vs. | <0,0001 |339 (<|1,75 6,58
94 (< 0,8/nl) 0,0001)
KM-Blasten (< 5%, | 787 (< 5%) vs. 371 | <0,0001 | 1,69 (< | 1,32 2,17
5-9%, 10-19%, (5-9%) vs. 289 (10- 0,0001)
20%) 19%) vs. 90 (>
20%)
KM-Blasten  (</>| 551 (< 10%) vs. | <0,0001 | 2,61 1,488 4,57
10%) 160 (> 10%) (0,0008)
Aberrationen (< 3,4- | NA (£ 3) vs. 270 | <0,0001 | 2,56 (< | 1,89 3,465
8, > 8) (4-8) vs. 106 (> 8) 0,0001)
Therapie mit DMA | 91 (keine DMA) vs. | 0,01 0,53 0,32 0,88
495 (DMA) (0,014)
TP53 betroffen 860 (Wildtyp) wvs. | <0,0001 |6,25 (< | 3,634 10,74
106 (betroffen) 0,0001)
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Faktoren Medianes OS (in | p-Wert HR  (p- | Unteres Oberes
Tagen) Wert des | Ende des | Ende des
HR) KI KI
Form der TP53-| 860 (Wildtyp) wvs. | <0,0001 1,62 (< | 1,367 1,922
Verinderung 91 (mut) vs. 78 (del) 0,0001)
vs. 157 (multi hit)
del(5q) 860 (nicht del) vs. | <0,0001 425 (<125 7,2
160 (del) 0,0001)
8,32
@ Komplexer Karyotyp
6,25
& TP53 betroffen
425
@ 5q Deletion
3,39
L 4 Neutrophile </= 800/nl
2,79 :
® i Hb </> 10 g/dl
2,61
® KM-Blasten </> 10%
2,56
—— Aberrationszahl
2,51
® H IPSS-R

100

Abbildung 60: Forest-Plot zur Darstellung der acht stirksten Einflussfaktoren auf das Ubetleben der

Gesamtkohorte

Fir Patienten mit myelodysplastischen Syndromen generell scheint das Vorhandensein eines
komplexen Karyotyps der grofite Risikofaktor zu sein. Diese Beobachtungen sind gut mit
denen in Einklang zu bringen, die zur Entwicklung und Etablierung des IPSS-R geftihrt
haben (Greenberg et al. 2012). Auch dort ist das zytogenetische Profil der Patienten der
starkste Einflussfaktor bei der Berechnung der Risikogruppe.

Eine analoge Analyse wurde weiterhin fur die Kohorte der Patienten mit cA durchgefihrt.
Auch bei dieser Gruppe wurden die Uberlebensanalysen quantifiziert und die
entsprechenden statistischen MessgroB3en berechnet. Die verschiedenen Faktoren mit ihren
HR und KI-Werten sind in der Reihenfolge ihrer Ergebnis-Beschreibung in Tabelle 16 zu

sehen.

Die errechneten Hazard-Ratios fielen aufgrund der geringeren Gruppengrofle tendenziell

geringer aus als bei der Gesamtkohorte, lieBen aber dennoch Riickschliisse auf die
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Einflussstirke verschiedener Parameter zu. Es ergaben sich fiir die Patienten mit komplexen
zytogenetischen Aberrationen sieben Faktoren, die einen grofleren FEinfluss auf das
Uberleben der Patienten zu haben schienen als die iibrigen. Dabei handelt es sich um das
Vorhandensein einer TP53-Affektion (HR 3,46), den Himoglobin-Wert (HR 2,21), den 5q-
Deletionsstatus (HR 1,94), die Thrombozyten-Zahl (HR 1,91), den Wert der neutrophilen
Granulozyten (HR 1,806), die Aberrations-Zahl (HR 2,08 bei </>5, HR 1,81 bei </>8) sowie
die KlongréBle der TP53-mutierten Zellklone (HR 1,71), wobei dieser letzte Faktor am
chesten ecinen Finfluss des generellen Vorhandenseins einer TP53-Verinderung
widerspiegelt. Diese sieben Faktoren sind mit ihren KI noch einmal graphisch in Form eines

Forest-Plots in Abbildung 61 dargestellt.

Tabelle 16: Analysierte Faktoren auf ihren Einfluss auf das Uberleben der Patienten der Kohorte mit
cA

Faktor Medianes p-Wert HR (p- | Unteres Oberes
(01} (in Wert des | Ende des | Ende des
Tagen) HR) KI KI
Geschlecht 94 (m) wvs.|0,1 0,662 (0,099) | 0,41 1,08
282 (w)
Therapieassoziation | 174 (nicht | 0,08 1,66 (0,085) | 0,93 2,95
assoziiert) vs.
154
(assoziiert)
Periphere NA  (keine | 0,11 1,33 (0,11) 0,93 1,9
Zytopenien oder eine) vs.
106 (zwet) vs.
162 (drei)
Hb (> 10g/dl, 8- | 282 (> | 0,049 1,38 (0,052) | 1,0 1,9
10 g/dl, < 8 g/dl) 10 g/dl)  vs.
75 (8-
10 g/dl)  vs.
83 (< 8g/d)
Hb (</> 10 g/d)) 282 (> 10,01 2,21 (0,002) | 1,15 4,25
10 g/dl)  vs.
141 (<
10 g/dl)
Thrombozyten 273 (> 50/al) | 0,0078 1,91 (0,0087) | 1,18 3,1
(</>50/nl) vs. 83 (<
50/nl)
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Faktor Medianes p-Wert HR (p- | Unteres Oberes
(01 (in Wert des | Ende des | Ende des
Tagen) HR) KI KI
ANC (</>0,8/al) | 371 (> 10,001 1,86 (0,002) | 1,58 7,62
0,8/nl) vs. 78
(<0,8/1l)
KM-Blasten (< 5%, | 335 (< 5%) | 0,03 1,41 (0,017) | 1,053 1,9
5-9%, 10-19%, > |wvs. 371 (5-
20%) 9%) vs. 162
(10-19%) vs.
81 (> 20%)
KM-Blasten (</> | 371 (< 10%) | 0,2 1,48 (0,203) | 0,809 2,72
10%) vs. 141 (>
10%)
Aberrationszahl 371 (< 5) vs. | 0,04 2,078 (0,041) | 1,029 4,2
(</>5) 157 (> 5)
Aberrationszahl 273 (< 8) vs. | 0,01 1,81 (0,015) | 1,12 2,9
(</>8) 106 (> 8)
Therapie mit DMA | 85 (keine | 0,03 0,569 (0,031) | 0,34 0,96
DMA)  vs.
363 (DMA)
TP53 betroffen 559 < 0,0001 3,46 (<1189 06,34
(Wildtyp) vs. 0,0001)
94
(betroffen)
Form der TP53-| 559 < 0,0001 1,32 (0,0029) | 1,098 1,575
Verinderung (Wildtyp) vs.
91 (mut) vs.
17 (del) wvs.
157 (muld
hit)
VAF des TP53mut- | 334 0,008 1,71 (0,0035) | 1,194 2,459
Klons (Wildtyp) vs.
61 (< 40%)
vs. 94 (>
40%)
del(5q) 371 (nicht | 0,02 1,94 (0,024) | 1,09 3,46
del) vs. 157

(del)




Diskussion 88

Faktor Medianes p-Wert HR (p- | Unteres Oberes
(01 (in Wert des | Ende des | Ende des
Tagen) HR) KI KI

TP53- und 5g-Status | 559  (beides | 0,00036 1,42 (0,0017) | 1,14 1,77
Wildtyp) vs.

78 (TP53
mut, 5q nicht
del) vs. 654
(TP53
Wildtyp und
5q del) wvs.
106 (beides
betroffen)
3,46
ry TP53 betroffen
2,21
. Hb </>10 g/dl
2,08
@ Aberrationszahl </> 5
1.94
@ 5q deletiert
1,9%
Y Thrombozvten < 50/nl
1,86
® Neutronhile <800/nl
1,81
@ Aberrationszahl </> 8
1,71
® VAF TP53

1 10

Abbildung 61: Forest-Plot zur Darstellung der acht stirksten Einflussfaktoren auf das Uberleben
der Kohorte mit cA

Innerhalb der Kohorte mit komplex aberrantem Karyotyp wurde in dieser Untersuchung das
Vorhandensein einer TP53-Affektion zum grof3ten Risikofaktor. Auch niedrige Blutwerte
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung hatten in diese Analyse einen ungiinstigen Einfluss auf
das Uberleben der Patienten, was dem Ausmal der klinischen Manifestation der Erkrankung,
hier der hamatopoetischen Insuffizienz, als Prognosefaktor gro3e Relevanz zuschreibt. Eine
Deletion von 5q scheint auch bei Patienten mit komplex aberrantem Karyotyp die Prognose
zu verschlechtern. Auf die Bedeutung einer del(5q) wird noch genauer eingegangen. Eine
weitere Beobachtung aus dieser Analyse ist, dass auch die Zahl der zytogenetischen
Aberrationen innerhalb der Gruppe mit cA einen Einfluss auf die Prognose zu haben scheint:

Sowohl die Unterscheidung in mehr oder weniger als finf Aberrationen als auch die in mehr
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oder weniger als acht Aberrationen, was dem Median dieser Kohorte entspricht, zeigte einen

deutlich messbaren Einfluss auf das Ubetleben der Patienten.

4.2  Molekulargenetische Verinderungen von PPM1D

Das Protein Wip1, fiir das das hier speziell untersuchte Gen PPM7D kodiert, agiert unter
anderem als direkter Inhibitor von p53. Aufgrund dieser Tatsache und der Beobachtung,
dass Mutationen in PPM7D bei Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren durchaus
schon bekannt sind (Ruark et al. 2013; Akbari et al. 2014), kam die Frage auf, ob dieses Gen
nicht auch bei der Entstehung von komplexen Karyotypen in Patienten mit MDS eine Rolle
spielen konnte, vor allem bei denen, die ein vollig unverindertes TP53 zeigen. Die hier
erhobenen Daten legen die Vermutung nahe, dass dies nicht der Fall ist oder nur sehr zutrifft.
In der 115 Patienten grof3en Kohorte mit komplexem Karyotypen fanden sich lediglich zwei
Patienten (1,7%) mit PPM7D-Verinderung, die als Mutation zu werten ist und
pathogenetisches Potential haben konnte. Diese zwei Patienten zeigten allerdings vollig
unterschiedliche Krankheitsverliufe und Begleiterscheinungen. Eine einzige Gemeinsambkeit
ist, dass beide keine systemischen Therapien in der Vergangenheit erhalten haben. In allen
anderen betrachteten Punkten unterscheiden sie sich. Einer der beiden wies einen TP53-
Wildtypen auf, der andere eine wmulti-hit-Verinderung, sodass keine Aussagen dartber
moglich sind, ob Verinderungen in PPM7D sich vermehrt bei Patienten mit oder ohne TP53-
Affektion durchsetzen. Es ldsst sich lediglich feststellen, dass der Patient mit wulti-hit-TP53
einen deutlich ungiinstigeren Krankheitsverlauf aufwies: Schon 37 Tage nach der
Diagnosestellung verstarb er, wihrend der zweite Patient zwei Jahre tbetlebte. Ob dieser
ungiinstige Krankheitsverlauf auf den TP53-Status, auf die héhere Zahl zytogenetischer
Aberrationen (12 vs. 5) oder tatsichlich die PPM7D-Mutation zurtickzufthren ist, ldsst sich
nicht feststellen. Interessant ist allerdings, dass sich die Mutation dieses Patienten mit
unginstigem Krankheitsverlauf von der der Patientin mit lingerem Verlauf auch in Position
und Grofle unterscheidet. Bei Patient 8, der nur kurz tbetlebte, befindet sich die PPM7D-
Mutation, die in 6,9% der Zellen nachgewiesen werden konnte, in Exon 6 und ist in der
Datenbank OncoKB als /kely oncogenic eingestuft worden (Chakravarty et al. 2017, OncoKB
2020). Diese Mutation ist also bereits bekannt und passt gut ins Muster der bereits
berichteten PPM7D-Mutationen, die zum gro3ten Teil ebenfalls in Exon 6 liegen (Ruark et
al. 2013; Akbari et al. 2014). AuBlerdem verweist OncoKB darauf, dass die hier vorliegende
Mutation allem Anschein nach aktivititssteigernd ist (Chakravarty et al. 2017; OncoKB
2020), was bedeuten wiirde, dass durch eine daraus resultierende erhShte Proteinaktivitit
von Wipl eine verstirkte Hemmung von p53 verursacht wird, was wiederum gut mit einem
ungunstigen Krankheitsverlauf in Einklang zu bringen wire. Da bei Patient 8 allerdings eine
multi-hit-TP53-Affektion in Form einer Mutation und einer Deletion von 17p vortliegt, kann
nicht festgestellt werden, wie grof3 die Auswirkung einer gesteigerten Wipl-Aktividt

tatsdchlich wire. Bei Patientin 6 hingegen, die einen auf3ergew6hnlich milden Verlauf ihrer
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Erkrankung vorweist, obwohl bei ihr der Subtyp MDS-EB1 diagnostiziert wurde, zeigte eine
vollkommen andere Art der Mutation. Diese lag in Exon 1, an einer Stelle, tiber die bislang
noch nicht berichtet wurde. An derselben Position zeigte auch ein weiterer Patient, Patient
1, eine PPM7D-Verinderung, allerdings ohne resultierenden Aminosduren-Austausch. Bei
Patientin 6 hingegen kam es an dieser Stelle zu einer Aminosiduren-Verinderung, sodass von
einer potenziell pathogenen Mutation ausgegangen wird. Welche Auswirkungen eine
Mutation an einer so weit vorne gelegenen Position haben konnte, ist noch nicht bekannt.
Diese Mutation hat zwar mit 33,6% eine groflere VAF, scheint aber trotzdem in diesem
speziellen Fall keinen groBen Finfluss auf das Ubetleben der Patienten ausgeiibt zu haben,
da diese tiberdurchschnittlich lange tberlebte. Mit finf festgestellten zytogenetischen
Aberrationen und einem TP53-Wildtyp zeigte sie aber auch weniger allgemein bekannte

Risikofaktoren als Patient 8.

Sechs weitere Patienten (5,1%) wiesen PPM7D-Verinderungen auf, die unserer Analyse nach
keine Auswirkung auf die Proteinbiosynthese haben oder als seltene SNPs zu werten sind.
Bei diesen sechs Patienten ldsst sich keine eindeutige Gemeinsamkeit in ihren
Begleitmerkmalen feststellen: Einer von ihnen wurde in der Vergangenheit systemisch
therapiert, die ubrigen nicht; einer weist einen TP53-Wildtyp auf, die tbrigen zeigen
unterschiedliche Formen der TP53-Verinderungen; die Aberrationszahlen liegen zwischen
finf und 15 Verdnderungen, das mediane OS in Tagen zwischen elf und 334 Tagen nach
Diagnosestellung. Der lange Arm des Chromosom 5 war bei allen auller einem Patienten
deletiert. Da sowohl TP53-Verinderungen als auch del(5q) in der Kohorte mit cA generell
gehiuft vorkommen, ldsst sich kein Muster erkennen, das speziell auf ein verdndertes
PPMT1D zurtckzufihren wire.

In der Kohorte der Patienten mit komplex-aberrantem Karyotyp zeigen sich also in lediglich
1,7% der Fille PPM7D-Mutationen, die eine pathogenetische Relevanz aufweisen kénnten.
Damit liegt diese Quote deutlich unter der aller anderer Kollektive, die auf PPM7D-
Mutationen untersucht wurden: In einer gut charakterisierten Kohorte mit Fokus auf 5q-
deletierte Patienten konnten in 5% der Fille Mutationen beobachtet werden (Panagiota et al.
2018), in einer therapieassoziierten Kohorte waren es sogar 15% (Lindsley et al. 2017). Ein
Grund dafir konnte sein, dass PPM7D-Mutationen moglicherweise nicht gehduft zusammen
mit TP53-Mutationen auftreten, und in der hier untersuchten Kohorte ein grofler Teil der
Patienten einen verianderten TP53-Status aufweisen. Um genauere Aussagen zur Anzahl und
zum Verlauf der PPM7D-mutierten MDS-Patienten mit komplexen Karyotyp treffen zu
koénnen, muss bei der geringen Mutationsquote eine bedeutend gréere Kohorte untersucht

werden.

Um eine VergleichsgréBe zu haben, wurde auch eine Kohorte ohne komplex-aberranten
Karyotyp untersucht. Bei diesen 40 Patienten konnten PPM7D-Verinderungen in sechs
Patienten festgestellt werden (15%). Davon wiesen drei (7,5%) Verinderungen auf, die zu

keinem Aminosiuren-Austausch fihrten und als SNPs zu werten sind. Die tbrigen drei
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Patienten (7,5%) zeigten Verinderungen, die als Mutationen gewertet wurden.
Die Patienten mit normalem oder nur leicht verandertem Karyotypen und PPM7D-Mutation
wiesen alle einen TP53-Wildtypen auf. Des Weiteren konnte keine Deletion von 5q
beobachtet werden. Zwei der drei Patienten erhielten in der Vergangenheit Therapien, die
zu der Diagnose einer therapieassoziierten Erkrankung fithrten. Zum Verlauf der
Erkrankung kann fur diese drei Patienten keine Aussage getroffen werden, da sie zum
Zeitpunkt der Auswertung dieser Arbeit noch kein zweites Mal wieder vorstellig wurden,
nachdem sie zum Zeitpunkt der Diagnose alle eine guten Allgemeinzustand und eine stabile

Erkrankung aufwiesen.

Die drei Patienten, deren PPM7D-Verinderung als SNP zu werten waren, zeigten alle weder
Verinderungen in TP53 noch in 5q. Alle drei Patienten sind mannlich. Einer von ihnen
erhielt in der Vergangenheit eine systemische Therapie. Zwei der drei Patienten tberlebten
weit tiber zwei Jahre, der dritte wurde noch kein zweites Mal vorstellig. Insgesamt ldsst sich
auch hier weder bei den Patienten mit Mutationen noch bei denen mit SNPs von PPM7D
ein gemeinsamer Verlauf oder gemeinsame Risikofaktoren feststellen. Allerdings kommt die
Haiufigkeit, in der Mutationen auftreten, der der beiden vorher genannten Studien deutlich
niher, sodass PPM7D-Mutation bei MDS-Patienten mit komplex-aberrant veranderter

Zytogenetik tatsichlich seltener betroffen zu sein scheinen.

Eine weitere Auffalligkeit ist, dass von den neun Patienten mit PPM7D-SNP drei die exakt
gleiche Verdnderung tragen (c.456C>T p.A152A). Dies scheint ein relativ hdufig
vorkommender SNP zu sein, der sich in beiden Kohorten finden ldsst. Allerdings zeigen
auch diese drei Patienten keine wesentlichen Gemeinsamkeiten, sodass keine Aussage tiber

den Effekt dieser Beobachtung gemacht werden kann.

Auch hinsichtlich der Blutwerte unterscheiden sich weder PPM7D-mutierte noch generell
PPM1D-verinderte Patienten von denen ohne Affektion des Gens. In keinem der in Kapitel
3.2 geschilderten Vergleiche zwischen Wildtypen und genverinderten Patienten konnte
irgendein Unterschied festgestellt werden. Auch die Aberrationszahl unterschied sich nicht
zwischen den untersuchten Gruppen. Lediglich die Zahl parallel vorliegender somatischer
Komutationen war bei Patienten mit verandertem PPM7D niedriger, was aber aufgrund der
geringen Gruppengrofie einer Kontrolle in einer gréBeren Kohorte bedarf. Bis auf die den
knapp signifikanten Unterschied in eben dieser Zahl der Komutationen konnte weder bei
den Patienten mit cA noch bei der Gesamtkohorte in einem anderen Faktor irgendein
Unterschied festgestellt werden. Zumindest in der hier untersuchten Kohorte scheinen
PPM1D-Mutationen oder -SNPs also keine spezifischen Verinderungen oder Verliufe mit

sich zu bringen.

Generell konnten PPM7D-Mutationen seltener als erwartet festgestellt werden. Bei
insgesamt 155 gescreenten Patienten wurden bei fiinf Patienten Mutationen gefunden, damit
ergab sich in der Gesamtkohorte eine Mutationsrate von 3,2%. Bei den Patienten mit

komplexen Aberrationen waren es sogar nur 1,7% der Kohorte, wihrend es bei den
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Patienten mit nur minimal verinderter Zytogenetik immerhin 7,5% waren. Mutationen
fanden sich vermehrt im Exon 6, was auch bereits in anderen Studien beobachtet wurde
(Ruark et al. 2013; Akbari et al. 2014), dennoch wurde auch eine Position in Exon 1 gefunden,
an der zwei Verinderungen auftraten, von der zumindest eine als Mutation gewertet wird.
Die Exons 1-4 mit in die Untersuchung einzuschlieen und nicht nur die Exons 5 und 6 zu
betrachten erscheint sinnvoll und gewihtleistet, die selteneren Mutationen im vorderen
Bereich des Gens nicht zu Gbersehen. Die betroffenen Patienten zeigten keine spezifischen
Auffalligkeiten, die speziell auf die PPM7D-Mutation zuriickzufithren wiren. Bei den
Patienten mit drei oder mehr chromosomalen Verinderungen traten mehr TP53- und 5q-
Affektionen auf als bei den Mutations-Trigern ohne komplexe Verinderungen, dies
entspricht aber in erster Linie dem Profil der jeweiligen Kohorte und kann zumindest in
dieser Studie nicht auf das Vorhandensein einer PPM7D-Mutation zuriickgefthrt werden.
Um die Krankheitsverliufe und damit die Prognose von Patienten mit komplexen
Anomalien und PPM7D-Mutationen genauer bewerten zu kénnen, bedarf es einer deutlich
groBBeren Kohorte, um trotz der geringen Mutationsquote eine beurteilbare Gruppe an

Mutations-Tridgern zu analysieren.

4.3 Molekular- und zytogenetische Verinderungen von TP53

Neben der Untersuchung auf Mutationen in PPM7D wurde auch der TP53-Status der
Patienten untersucht. Wihrend die Analysen zu PPM7D ausschlieflich per NGS
durchgefithrt wurden, wurde der TP53-Mutationsstatus zum Teil per Sanger-Sequenzierung
und zum Teil per NGS-Analyse untersucht. Auch lagen dank routinemiBig durchgefithrter
FISH-Diagnostik Daten zur zytogenetischen Beeintrichtigung des auf 17p13 gelegenen
TP53 vor.

Nach Auswertung dieser Daten konnten wir in der hier untersuchten Kohorte
Beobachtungen, die bereits durch andere Studien gemacht wurden, bestitigen: TP53-
Mutationen bzw. -Deletionen waren deutlich hdufiger bei Patienten mit komplexen
Karyotypen als bei solchen mit weniger als drei zytogenetischen Aberrationen zu
beobachten, Patienten mit TP53-Affektion wiesen hohere Blasten- und Aberrationszahlen
als Patienten mit Wildtyp-TP53 auf , wihrend die Zahl parallel vorliegender somatischer
Komutationen im Vergleich zu Wildtyp-Patienten geringer ausfiel (Sallman et al. 2016; Haase
et al. 2019). AuBlerdem stellt das Vorhandensein einer TP53-Verinderung einen stark
negativen Einflussfaktor auf das Uberleben der Patienten dar, bei Patienten mit komplexem
Karyotyp ist es in dieser Studie sogar der stirkste Einflussfaktor und geht mit der
ungiinstigsten Prognose einher. Diese Beobachtungen sind nicht neu, TP53 ist fester
Bestandteil der Routine-Diagnostik bei Patienten mit MDS und als unginstiger
Prognosefaktor bereits etabliert. Seit Bernard et al. (2020) allerdings ver6ffentlicht haben,
dass in der von ihnen untersuchten Kohorte Patienten mit single-hit-Beeintrichtigung von

TP53 einen dhnlichen Verlauf wie Wildtyp-Patienten aufweisen, wahrend multi-hit-Betroffene
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ein deutlich unglnstigeres medianes OS  zeigen, ruckt auch der TP53-
Mutationsstatuszunehmend in den Fokus. Aus diesem Grund wurde auch in der hier
untersuchten Kohorte von Patienten mit komplex-aberrantem Karyotyp der Unterschied
zwischen Patienten mit Wildtyp-TP53, single-hit-Mutation, single-hit-Deletion und multi-hit-
Beeintrichtigung, also entweder sowohl Mutation als auch Deletion oder mehrere TP53-

mutierte Klone, eingehend untersucht.

In unserer Analyse fiel als erstes auf, dass single-hit-Mutationen und multi-hit-Verinderungen
ungefihr gleich haufig auftreten, wihrend single-hit-Deletionen zumindest in dieser Studie
sehr selten, ndmlich in nur vier von 115 Patienten, auftraten. Zu der Gruppe mit
ausschlieBlich single-hit-deletiertem 17p kann also keine Aussage getroffen werden, da vier
Patienten keine verwertbaren Ergebnisse ermdéglichten. Im Vergleich der iibrigen Gruppen
untereinander konnten hingegen aussagekriftige Ergebnisse erzielt werden. Aus denen geht
zum einen hervor, dass, wie bereits beschrieben, Patienten mit TP53-Wildtyp signifikant
weniger Blasten im Knochenmark sowie zytogenetische Aberrationen, dafiir aber mehr
Komutationen aufweisen. Auch erreichten sie ein deutlich besseres medianes OS. Zwischen
Patienten mit single-hit-Mutation und solchen mit mehrfach betroffenem TP53 konnte
hingegen kein Unterschied festgestellt werden. Weder im Gesamtiberleben noch in
Blutwerten, Aberrations- oder Mutationszahlen zeigte sich ein Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Formen der TP53-Beeintrichtigung. In keiner der in Kapitel 3.3
dargestellten Vergleiche konnte zwischen der Gruppe mit single-hit-Mutation und der mit
multi-hit-Verinderung ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Zwischen Patienten
mit single-hit-Mutation und Wildtyp-TP53 hingegen wurden bei den Faktoren, bei denen ein
Unterschied bereits bekannt ist wie Blasten, Aberrationszahl und Komutationszahl, in jeder
der Untersuchungen ein signifikanter p-Wert im Unterschied zwischen den errechneten

Medianen festgestellt.

Ein weiterer Fokus lag auf der Klongré3e der TP53-mutierten Zellklone. Sallman et al. (2016)
warfen die Frage nach dem Einfluss der VAF auf den Krankheitsverlauf und das Uberleben
der Patienten auf, welche hier aufgegriffen und weiter untersucht wurde. Daftir wurden unter
anderem die bereits in den vorangegangenen Analysen durchgefihrten Vergleiche der
Blutwerte sowie der Aberrations- und Komutations-Zahlen in vier Gruppen je nach Grofe
der TP53-Mutation durchgefihrt. Dabei konnte in keiner der Untersuchungen ein
Unterschied festgestellt werden, der iiber die bereits bekannte Differenz zwischen Wildtyp-
und mutiertem TP53 hinausging. Auch bei der Analyse der medianen OS der Patienten mit
Wildtyp-TP53, derer mit einer VAF <40% und derer mit einer VAF >40% ergab sich ein
signifikanter Unterschied, der allerdings erneut in erster Linie zwischen Wildtypen und

Mutierten vorlag.

Die genauere Analyse der hier untersuchten Kohorte der Patienten mit komplex-aberranten
Karyotypen, die mit 115 Patienten auch eine reprisentative Gro3e aufweist, ergab in dieser

Studie, dass eine Verdnderung von TP53 ohne Frage ecinen der unglnstigsten
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Prognosefaktoren fiir Patienten mit MDS darstellt, in diesem Fall sogar den Parameter mit
dem stirksten Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Dennoch konnten wir, anders als in
den Studien von Bernard et al. (2020), Sallmann et al. (2016) und Haase et al. (2019) keinen
Unterschied zwischen den verschiedenen Formen der TP53-Verinderung bzw. der Gro3e
des TP53-mutierten Zellklons feststellen. In der hier durchgeftihrten Untersuchung zeigt sich
lediglich, dass das blo3e Vorhandensein einer TP53-Verinderung, ungeachtet ihrer Form,
Ausprigung oder VAF, einen ungiinstigen Prognosefaktor bei cA darstellt und das mediane
OS der Patienten stirker als andere hier untersuchte Faktoren beeinflusst. Damit bestitigt
sich auch durch diese Studie, dass eine routinemallige Untersuchung von TP53 fir den
Patienten von grof3er Bedeutung ist und weiterhin Standard in der MDS-Diagnostik bleiben

muss.

Aufgrund seiner prognostischen Bedeutung ist TP53 als potenzielles Target fur zielgerichtete
Therapien untersucht worden. Dabei ist ein vielversprechender Ansatz in den Fokus der
Forschung gertickt: In diversen Studien wird aktuell die Wirkung des Wirkstoffs APR-246
getestet, der ersten Daten zufolge den Wildtyp-Zustand von p53 in mutierten Klonen
wiederherstellen und so die regulire Apoptose-Einleitung reaktivieren konnte (Sallman
2020). Besonders in Kombination mit 5-Azacytidin scheint diese Therapie
erfolgsversprechend bei Patienten mit MDS und TP53-Mutationen (Maslah et al. 2020).
Diese Entwicklungen kénnten in der Therapie der Patienten die, wie bereits festgestellt, eine
ausgesprochen ungiinstige Prognose haben, neue Optionen eréffnen und die Prognose

dieser Patienten evtl. nachhaltig verbessern.

4.4 5qg-Deletionen als Teil des komplexen Karyotyps

Bei der Untersuchung verschiedener Parameter auf ihren Einfluss auf das Ubetleben der
Patienten fiel vor allem eine Deletion des langen Arms von Chromosom 5 als Risikofaktor
auf. Sowohl in der Gesamtkohorte als auch bei den isolierten Patienten mit komplexen
zytogenetischen Aberrationen zeigten Patienten mit del(5q) einen ungunstigeren
Krankheitsverlauf. Schon viele MDS-Kohorten mit del(5q) wurden eingehend untersucht
und ausgewertet, oft stellte dabei das Vorliegen eines komplexen Karyotyps einen
Risikofaktor dar (Haase et al. 2007). Allerdings wird meistens eine del(5q)-Kohorte
untersucht, bei denen Patienten mit cA eine kleine Untergruppe darstellen. Dass eine groB3ere
Kohorte von MDS-Patienten speziell mit komplex-aberranten zytogenetischen Befunden
explizit auf ihren 5q-Deletions-Status und dessen Auswirkung auf das Uberleben und den
Krankheitsverlauf untersucht wurde, ist zum Zeitpunkt der Auswertung dieser Studie nicht

bekannt. Aus diesem Grund wurde dieser urspriingliche Nebenbefund genauer untersucht.

Dabei konnte festgestellt werden, dass bei Patienten mit cA eine Deletion von 5q nach TP53-
Verinderungen, dem Himoglobin-Wert und der Aberrationszahl als vierstirkster
Risikofaktor fiir einen ungtinstigen Krankheitsverlauf identifiziert werden konnte. Patienten

mit 5g-Deletion hatten auflerdem signifikant mehr zytogenetische Aberrationen als solche,
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bei denen 5q nicht deletiert war. Die Zahl der vorliegenden Komutationen ohne Betrachtung
von TP53 war hingegen signifikant geringer, wenn 5q deletiert war. Dieser Effekt war nicht
mehr nachweisbar, sobald Mutationen von TP53 miteingeschlossen wurden. Von den
80/115 Patienten (69,5%), bei denen eine del(5q) nachgewiesen werden konnte, hatten nur
elf Patienten (13,75% der 80 Patienten) ein vollkommen unveridndertes TP53. Die iibrigen
69 wiesen irgendeine Form der TP53-Affektion auf. Umgekehrt hatten von den 80/115
Patienten (69,5%) mit verindertem TP53 auch wieder nur elf ein undeletiertes 5q (23,75%
der 80 Patienten). TP53-Verinderungen und 5q-Deletionen scheinen also zumindest in
dieser Untersuchung bei Patienten mit cA vermehrt kombiniert aufzutreten. Aufgrund dieser
Beobachtung wurde untersucht, ob die beiden Faktoren in den verschiedenen
Kombinationen unterschiedliche Auswirkungen auf Uberleben, Blutwerte und Aberrations-
bzw. Komutationszahlen haben. Bei den Uberlebensanalysen zeigte del(5q) keinen
wesentlichen Einfluss: Dabei konnte nur erneut beobachtet werden, dass TP53 als eindeutig
signifikanter Faktor das Uberleben der Patienten nachteilig beeinflusst. Zwischen Patienten
mit TP53-Wildtyp mit oder ohne del(5q) konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden, ebenso wenig fiir Patienten mit verandertem TP53 mit oder ohne del(5q). Generell
zeigten die durchgefithrten Vergleiche, die in Kapitel 3.5.2 zu sehen sind, keinen wirklichen
Unterschied zwischen den verschiedenen Kombinationen von TP53- und 5q-Deletions-
Status. Beide Faktoren scheinen als unabhingige Risikofaktoren zu wirken, in ihrer
Kombination zeigt sich allerdings kein signifikanter Unterschied. Der Effekt von TP53 auf
das Uberleben und die untersuchten Parameter scheint zu iiberwiegen, sodass die
Uberlegung naheliegt, dass der Einfluss von del(5q), der in den Analysen isoliert zu diesem
Faktor nachgewiesen werden konnte, eher darauf zurtickzufithren ist, dass 5q-Deletionen
verstarkt in Verbindung mit TP53-Mutationen bzw. -Deletionen auftreten. Was allerdings
der Grund fir dieses gehiufte gemeinsame Auftreten ist, ist noch nicht vollstindig
verstanden. Generell ist eine Verinderung von TP53 mit einer hoheren zytogenetischen
Aberrationszahl assoziiert (Sallman et al. 2016). Es scheint nicht ausgeschlossen, dass allein
aufgrund dieser Assoziation und der Tatsache, dass 5g-Deletionen die hiufigste
zytogenetische Verinderungen bei MDS-Patienten sind (Adema and Bejar 2013), die
statistische Wahrscheinlichkeit fiir ein kombinierten Auftreten diese Beobachtung erkliren
wurde. Allerdings muss auch in Erwigung gezogen werden, ob eine TP53-Mutation das
Auftreten von 5g-Deletionen begtinstigen konnte, da durch fehlende Apoptose-Induktion
mehr zytogenetisch verinderte Zellen einem Zellzyklus-Arrest entgehen und sich dadurch
klonal vermehren konnen. Ob umgekehrt eine del(5q) das Auftreten einer TP53-Mutation
begiinstigen koénnte, ist noch nicht abschlieBend geklirt. Eine Theorie ist, dass durch die
Therapie mit Lenalidomid kleinere Klone mit TP53-Mutation einen Selektionsvorteil haben
koénnten, sodass die Therapie, die bei Patienten mit 5q-Deletion durchaus etabliert ist, eine
Ausbreitung des TP53mut-Klons begtinstigt (Greenberg et al. 2017; Greenberg et al. 2012;
Haase et al. 1995). Eine neuere Hypothese zu dieser Assoziation formulierten Hsu et al. 2019:

Ihren Daten zufolge koénnte das Vorliegen einer Deletion von 5q bei gleichzeitig
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vorliegendem, evtl. noch sehr kleinen, TP53-mutierten Klon die Genominstabilitit und den
Verlust der Heterozygotie begtinstigen, sodass durch den Verlust der reguliren p53-Wirkung
die Expansion des mutierten Klons begiinstigt wiirde. AuBlerdem koénnte eine erhohte
Genom-Instabilitit zur Akkumulation von DNA-Verinderungen nach genotoxischem
Stress und somit zur Entstehung komplexer Karyotypen beitragen (Hsu et al. 2019). Diese
Hypothese liefert eine schliissige Erklirung fir das vermehrt gemeinsame Auftreten von 5q-

Deletionen und TP53-Mutationen bei MDS-Patienten mit cA und wird weiterhin tberpriift.

Welchen Einfluss ein gemeinsames oder isoliertes Auftreten von del(5q) und TP53-
Verinderungen auf das Uberleben oder andere relevante Patienten-Faktoren hat, muss in
einer grofleren Kohorte genauer untersucht werden. In der hier durchgefiihrten
Untersuchung lie3 sich kein Unterschied zwischen TP53-mutierten Patienten mit oder ohne
del(5q) und umgekehrt feststellen, allerdings waren auch die meisten Patienten von beiden
Verinderungen betroffen, sodass die Gruppengréfie der Gruppen, die nur entweder del(5q)
oder eine TP53-Verinderung aufwiesen, zu klein war, um endgiltig aussagekriftige
Ergebnisse erzielen zu kénnen. Es liel3 sich aber beobachten, dass beide Faktoren gehiuft
gemeinsam auftreten. AuBBerdem unterscheidet sich bei Patienten mit cA das mediane OS
signifikant zwischen den Patienten mit del(5q) und denen ohne Deletion, sodass Patienten
mit del(5q) eine deutlich ungiinstigere Prognose aufweisen. Bei Patienten ohne cA sind
MDS-Patienten mit isoliertem 5g-Syndrom solche mit einem giinstigeren Krankheitsverlauf,
sodass allein schon aufgrund des Ansprechens auf Lenalidomid ein 5q-Syndrom als giinstiger
Prognosefaktor betrachtet wird. In einer Kohorte mit Patienten mit komplexen Aberrationen
kann diese Beobachtung hingegen nicht gemacht werden, das Vorhandensein einer del(5q)
ist dabei sogar ein duBlerst ungunstiger Faktor. Ob dieser ungiinstige Einfluss auf den
Krankheitsverlauf tatsiachlich der Deletion des langen Arms von Chromosom 5 oder dem
gehiuften Auftreten von TP53 zuzuschreiben ist, bedarf weiterer Klirung. Auch wie sich das
Vorhandensein von TP53-Mutationen und del(5q) gegenseitig beeinflussen und was die
Ursache fiir das beobachtete gemeinsame Auftreten ist, muss in weiteren Studien genauer
untersucht werden. Insgesamt konnte eine Deletion von 5q aber als Risikofaktor fur
Patienten mit cA identifiziert werden, sodass die regelmiflige Untersuchung auf diese
zytogenetische Verdnderung auch bei Patienten mit komplex-aberranten Karyotypen

weiterhin gerechtfertigt bleibt.
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5 Zusammenfassung

115 Patienten mit myelodysplastischen Syndromen und komplexem Karyotyp sowie ein 40
Patienten groBes Vergleichskollektiv ohne solchen wurden in dieser Studie genau
charakterisiert, zytogenetisch analysiert und mittels nexz generation sequencing auf eventuelle
PPM71D-Mutationen untersucht. Aullerdem wurde der TP53-Status mittels zytogenetischer
Analyse und next generation sequencing oder Sanger-Sequenzierung erhoben. Ziel der Studien
war es, einen moglichen alternativen Mechanismus bei der Entstehung komplexer
Karyotypen zu suchen, der die Akkumulation zytogenetischer Veranderungen auch ohne
TP53-Mutation erkliren konnte. Aufgrund gehiufter 17g-Deletionen in vorangegangenen
Untersuchungen und der Privalenz bei klonalen Mutationen unklaren Potentials sowie
therapieassoziierten myeloischen Erkrankungen wurden Mutationen in PPM7D, das fir den
p53-Inhibitor Wip1 kodiert, als alternative Mutationen in Betracht gezogen. Es sollte die
Privalenz und der Einfluss von PPM7D-Mutationen sowie die Unterschiede zwischen

verschiedenen Formen von TP53-Mutationen untersucht werden.

Dabei konnten wir entgegen der Erwartungen in nur 1,7% der 115 Patienten mit komplexen
Aberrationen eine PPM7D-Mutation nachweisen. Die Patienten, die diese Mutationen
trugen, zeigten sehr unterschiedliche Krankheitsverldufe, sodass tber den Einfluss der
Mutation auf die Erkrankung zum aktuellen Zeitpunkt keine Aussage gemacht werden
konnte. Es liel3 sich aber feststellen, dass die Mutations-Privalenz in einer Kohorte aus
Patienten mit komplexen Karyotypen geringer ist als in bereits analysierten Kohorten mit de

novo oder therapieassoziierter Erkrankung mit del(5q).

Wir konnten TP53-Mutationen bzw. -Deletionen in 69,5% der Patienten nachweisen. Diese
stellten bei Patienten mit komplexen Karyotypen den ungiinstigsten Prognosefaktor dar: Das
mediane Uberleben der Patienten mit jeglicher Art von TP53-Verinderung (mut und/oder
del) war signifikant geringer als das der Wildtyp-Patienten. Bei der Untersuchung des
Einflusses der Form der TP53-Verinderung konnte allerdings basierend auf dem medianen
Uberleben oder anderen krankheitsspezifischen Merkmalen kein Unterschied zwischen single-
hit-Mutationen und multi-hit-Verinderungen festgestellt werden. Auch bei der Analyse des
Einflusses der Klongré3e der TP53-mutierten Zellklone konnte kein Unterschied zwischen
Patienten mit einer gro3eren oder kleineren varianten Allelfrequenz festgestellt werden, was
aber der geringen Gruppengréflen in den jeweiligen Subgruppen geschuldet sein koénnte.
Insgesamt muss bei der Beurteilung unserer Befunde beriicksichtigt werden, dass die
Untersuchungen im Wesentlichen, anders als bei den bisher publizierten TP53-Studien bei
MDS, an einer MDS-Patientenkohorte mit ausschlieBlich komplexen Chromosomen-

anomalien erfolgt sind.

Eine wichtige Beobachtung der Studie war, dass Patienten, die eine Deletion von 5q als Teil
ihres komplexen Karyotypen aufwiesen, ein signifikant schlechteres Uberleben zeigten als
solche, bei denen 5q unbeeintrichtigt war. Auflerdem zeigten sie eine hoéhere Zahl

zytogenetischer Aberrationen und damit einhergehend eine hoéhere Komplexitit des
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Rearrangements ihres Genoms und damit eine erhohte genetische Instabilitit, was das
verkiirzte Uberleben erkliren konnte. In diesem Zusammenhang wurde auBerdem eine
starke Assoziation zu TP53 festgestellt, die auch andere Arbeitsgruppen bereits beobachten
konnten und eine Begiinstigung einer TP53-Verinderung durch del(5q) als mogliche
Erklirung formulierten.

Insgesamt konnte in der hier durchgefiihrten Studie festgestellt werden, dass PPM7D-
Mutationen als alternativer Mechanismus bei der Entstehung komplex-aberranter
Karyotypen keine relevante Rolle spielen. AuBBerdem legt die geringe Privalenz nahe, dass
diese Mutationen bei Patienten mit cA nicht prognoseentscheidend sind. Ein Einfluss auf
das Uberleben der Patienten, bei denen eine Mutation nachgewiesen worden konnte, konnte
aufgrund der geringen Patientenzahl nicht ermittelt werden. TP53 hingegen ist auch in
unserer Studie ein deutlicher Risikofaktor, allerdings scheint dabei den hier generierten Daten
zufolge die Art der TP53-Verinderung und die GréBie der mutierten Klone keinen direkten
Einfluss auf das Ubetleben der Patienten zu haben, wobei hier die relativ geringe
KohortengroB3e zu beachten bleibt. Um diesem starken Risikofaktor therapeutisch besser
entgegenwirken zu konnen, ist die Entwicklung und weitere Testung von gezielten Therapien

wie mit APR-246 von grof3er Relevanz fiir die Prognose der Patienten mit TP53-Mutationen.

Nach Auswertung dieser Studie kann festgehalten werden, dass PPM7D nicht das Gen ist,
das als Alternative zu TP53 bei der Frage nach dem Zustandekommen und der Expansion
komplex-aberrant verinderter Zellklone betrachtet werden kénnte. Um die Entstehung der
komplexen Karyotypen bei MDS-Patienten weiterhin zu ergriinden, miissen andere Gene
oder Faktoren untersucht werden, die méglicherweise eine Akkumulation zytogenetischer
Aberrationen begiinstigen und die Expansion einer komplex aberranten Karyotypen
tolerieren kénnten, wenn keine TP53-Veridnderung vorliegt. Diese Fragestellung, die grof3e
Relevanz fur die Einschitzung der Prognose von Patienten mit MDS und komplexen
Aberrationen und moglicher Therapietargets hat, wird Inhalt weiterer noch folgender

Studien sein, um die Versorgung dieser Patientengruppe weiterhin zu optimieren.
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