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Abkürzungsverzeichnis 

ABL1    ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase 

AKT    Proteinkinase B 

ASXL1   Additional Sex Combs Like 1 

AML    Akute myeloische Leukämie 

BAP1    BRCA1 associated protein 1 

BCR Breakpoint cluster region 

BCR::ABL1 Fusionsgen aus BCR und ABL1 

BRD4 Bromodomain-containing protein 4 

CHIP    Clonal hematopoiesis of indeterminate potential 

CML    Chronische myeloische Leukämie 

DNMT3A   DNA methyltransferase 3 alpha 

DUB    Deubiquitinase 

ELTS    EUTOS long-term survival score 

EMA    European Medicines Agency 

EUTOS   European Treatment and Outcome Study  

FDA    US Food and Drug Administration 

GUS    Glucuronidase beta 

KD    Kinasedomäne 

MDS    Myelodysplastische Neoplasien 

MMR    Major molecular response 

MPN    Myeloproliferative Neoplasie 

MRD    Minimal residual disease 

mTOR    Mammalian target of rapamycin 
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NGS    Next-generation sequencing 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

Ph    Philadelphia Chromosom 

PRC    Polycomb Repressive Complex 

TET2    Tet methylcytosine dioxygenase 2 

TIGER Studie TKI and Interferon alpha evaluation initiated by the 
German CML Study Group 

TKI    Tyrosinkinase-Inhibitor 

VAF    Variant allele frequency 

WHO    World Health Organization 
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Zusammenfassung 

Die chronische myeloische Leukämie (CML) ist charakterisiert durch das 

Vorhandensein des BCR::ABL1 Fusionsgens, welches für eine ständig aktive 

Tyrosinkinase kodiert. Die Einführung des selektiven Tyrosinkinase-Inhibitors (TKI) 

Imatinib hat die Behandlung der CML revolutioniert und sie zu einer Modellerkrankung 

für andere neoplastische Erkrankungen werden lassen. Neben Mutationen des 

BCR::ABL1 Fusionsgens konnten in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Mutationen 

anderer Gene wie Additional Sex Combs Like 1 (ASXL1), DNA methyltransferase 3 

alpha (DNMT3A), und tet methylcytosine dioxygenase 2 (TET2) nachgewiesen 

werden, die zunehmend in den wissenschaftlichen Fokus rücken.  

Um die Prävalenz, Dynamik und klinische Relevanz dieser Zusatzmutationen 

systematisch zu untersuchen, wurden im Rahmen der Promotionsarbeit Blutproben 

von 222 CML-Patienten mittels Next-Generation Sequencing (NGS) auf Mutationen in 

54 Leukämie-assoziierten Genen untersucht. Die Patienten wurden im Rahmen der 

multizentrischen klinischen Phase-III-Studie „TKI and Interferon alpha evaluation 

initiated by the German CML Study Group“ (TIGER-Studie; CML-V; NCT01657604) 

behandelt. Zum Diagnosezeitpunkt konnte bei 53/222 (24%) der Patienten mindestens 

eine Mutation festgestellt werden. Dabei war ASXL1 mit n = 20 Patienten das am 

häufigsten betroffene Gen. Eine Minderheit der Patienten (n = 6) wies zwei oder mehr 

Mutationen auf. 

Um Mutationsdynamiken unter TKI-Therapie zu untersuchen, wurden von 100 

Patienten zusätzlich zum Diagnosezeitpunkt Verlaufsproben zu den Monaten 12, 24 

und 36 nach Therapiestart analysiert. Die Auswahl der Patienten erfolgte prospektiv. 

Die Mutationskinetiken ließen sich drei Mustern zuordnen: Eradikation (n = 19 

Patienten), Neuauftreten (n = 13 Patienten) und Persistenz (n = 5 Patienten).  

Patienten mit einer ASXL1-Mutation zur Erstdiagnose zeigten ein signifikant 

unterlegenes Therapieansprechen mit seltenerem Erreichen einer tiefen molekularen 

Remission (MMR) zu Monat 12 (p = 0,0036), 18 (p = 0,0018) und 24 (p = 0,0076) im 

Vergleich zu allen anderen Patienten. Die betroffenen Patienten waren signifikant 

jünger als Patienten mit anderen Mutationen (p = 0,0380). Außerdem waren sie 

häufiger der Hoch-Risiko-Gruppe zugeordnet als Patienten mit anderen Mutationen (p 

= 0,0005) oder keinen Mutationen (p = 0,0012). Angesichts dieser Erkenntnisse ist 
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anzunehmen, dass ASXL1-Mutationen eine wichtige Rolle in der Pathogenese und 

klonalen Evolution der CML spielen. Nach weiterer Erforschung des 

dahinterstehenden molekularen Mechanismus sind zukünftig Kombinations- oder 

Folgetherapien denkbar, um das Therapieansprechen von Patienten mit ASXL1-

Mutation zu verbessern. Darüber hinaus könnte der ASXL1-Mutationsstatus nach 

weiterer Evaluation zukünftig zur Risikostratifizierung von CML-Patienten dienen. 
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1 Einleitung 

Die chronische myeloische Leukämie (CML) basiert auf einer neoplastischen 

Transformation einer pluripotenten hämatopoetischen Stammzelle. Kennzeichnend ist 

das Vorhandensein der chromosomalen Translokation t(9;22)(q34;q11). Das daraus 

resultierende veränderte Chromosom 22 wurde als „Philadelphia Chromosom“ (Ph) 

bekannt. Die genomische Umlagerung resultiert in dem BCR::ABL1-Fusionsgen, 

welches für die gleichnamige konstitutiv aktive Tyrosinkinase kodiert (Hehlmann et al. 

2007). Die BCR::ABL1-Kinase fungiert als Onkogen und wird als essenziell für 

Entstehung, Aufrechterhaltung und Voranschreiten der CML angesehen (Ren 2005). 

Die CML wird meist in der chronischen Phase diagnostiziert und schreitet ohne 

Therapie oder bei Therapieresistenz über eine akzelerierte Phase in eine 

Blastenphase fort (Melo und Barnes 2007). In der neuesten World Health Organization 

(WHO) Definition der CML wird die akzelerierte Phase zu Gunsten von 

Hochrisikomerkmalen (s.u.) abgelöst und ein biphasischer Verlauf der Erkrankung 

propagiert (Khoury et al. 2022).  

1.1 Medikamentöse Therapie und Ursachen für Therapieversagen 

Die Markteinführung des TKI Imatinib, welcher selektiv die BCR::ABL1-Kinase hemmt, 

hat die Therapie der CML revolutioniert. Im langfristigen Verlauf konnte eine gute 

Wirksamkeit bei akzeptablem Nebenwirkungsprofil festgestellt werden (Hochhaus et 

al. 2017), sodass sich die Lebenserwartung von Patienten mit CML annähernd 

normalisiert. Die Ansprechraten wurden durch den Einsatz von TKI der zweiten 

Generation (z.B. Bosutinib, Dasatinib, Nilotinib) weiter verbessert. Mittlerweile 

existieren vier Zulassungen der US Food and Drug Administration (FDA) und 

European Medicines Agency (EMA) für eine TKI-Erstlinientherapie der CML 

(Bosutinib, Dasatinib, Imatinib, Nilotinib). Bei der Auswahl des Präparates stehen die 

individuellen Nebenwirkungsprofile mit BIick auf die Komorbiditäten des Patienten im 

Mittelpunkt. Des Weiteren wird auch das Absetzen der TKI-Therapie zu einem 

realistischen Ziel für viele Patienten. Mit der Einführung der TKI-basierten Therapie 

rückte das vormalige Mittel der Wahl Interferon α zunehmend in den Hintergrund. 

Gegenwärtig wird Interferon α in pegylierter Form im Rahmen von Studien in 

Kombination mit TKI eingesetzt (Hochhaus et al. 2020).  
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Einige wenige Patienten weisen unter Therapie mit TKIs ein Therapieversagen auf. 

Bekannte Gründe dafür sind neben Medikamentenincompliance, Mutationen der 

BCR::ABL1-Kinasedomäne (KD) oder zytogenetische Aberrationen (additional 

chromosomal abnormalities, ACA). Jedoch findet sich nicht bei jedem der betroffenen 

Patienten eine Ursache für die Therapieresistenz (Hochhaus et al. 2020).  

1.2 Risikostratifizierung bei Erstdiagnose 

Mit dem Sokal, Euro (auch Hasford), European Treatment and Outcome Study 

(EUTOS) Score, und EUTOS long-term survival score (ELTS) wurden über vier 

Dekaden vier verschiedene Scores zur Risikostratifizierung eines CML-Patienten bei 

Erstdiagnose etabliert. Der Berechnung dieser vier Scores liegen hämatologische bzw. 

klinische Daten zu Grunde (Sokal et al. 1984, Hasford et al. 1998, Hasford et al. 2011, 

Pfirrmann et al. 2016). Molekulare Daten gehen aktuell in keinen der klinischen 

Risikoscores ein. Angesichts dessen, dass ein Absetzen der TKI-Therapie ein 

realistisches Ziel für viele Patienten wird (Hochhaus et al. 2020), gewinnt eine 

sorgfältige Risikostratifizierung weiter an Bedeutung. 

1.3 Molekulares Ansprechen und dessen Monitoring 

Der Erfolg der Therapie wird mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

über die Bestimmung des Quotienten von BCR::ABL1 mRNA zu einem 

Vergleichstranskript (ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase (ABL1) oder 

Glucuronidase beta (GUS)) ermittelt und auf einer logarithmischen Skala aufgetragen. 

Um methodisch bedingte Abweichungen des Ergebnisses in den Referenzlaboren 

auszugleichen, wurde die International Scale (IS) eingeführt (Cross et al. 2015) und in 

Folgejahren standardisiert. Ein BCR::ABL1-Quotient von ≤0,1% wurde als major 

molecular response (MMR) bzw. MR³ definiert. Ein Anteil von ≤0,01% wurde als MR4, 

≤0.0032% als MR4,5, und ≤0,001% als MR5 definiert (Cross et al. 2012). Das 

molekulare Ansprechen soll laut aktueller Therapieempfehlung mindestens alle drei 

Monate bestimmt werden.  

1.4 Zusatzmutationen bei der CML 

Neben der Weiterentwicklung der TKIs und des Therapiemonitorings traten in den 

letzten Jahren vor allem Zusatzmutationen in den Fokus der Wissenschaft. Hier wurde 



Einleitung 

10 
 

insbesondere ein Augenmerk auf Gene gelegt, welche mit anderen hämatologischen 

Erkrankungen assoziiert sind (Branford et al. 2019).  

1.4.1 Klonale Hämatopoese bei hämatologisch Gesunden und CML-Patienten 

Groß angelegte Bevölkerungsstudien wiesen nach, dass auch bei hämatologisch 

gesund geltenden Menschen Genmutationen existieren. Am häufigsten betroffen 

waren die Gene ASXL1, DNMT3A, und TET2. Diese Mutationen können zu einer 

klonalen Expansion führen, auch klonale Hämatopoese genannt. Eindrücklich war 

dabei insbesondere die starke Altersassoziation der klonalen Hämatopoese. Die 

Mutationsrate nahm mit steigendem Alter zu und lag in gehobenem Alter deutlich 

oberhalb der Prävalenz von hämatologischen Erkrankungen (Genovese et al. 2014, 

Jaiswal et al. 2014). So konnte bei 10% der Menschen über 65 Jahren und bei 

Menschen unter 50 Jahren nur bei 1% eine Mutation gefunden werden (Genovese et 

al. 2014). Diese Mutationsträger blieben in der Mehrzahl hämatologisch gesund, 

hatten jedoch ein leicht erhöhtes Risiko, eine hämatologische Erkrankung zu 

entwickeln (Genovese et al. 2014, Jaiswal et al. 2014). Nachfolgend entstand der 

Terminus „clonal hematopoiesis of indeterminate potential“ (CHIP), um zum Ausdruck 

zu bringen, dass in einem Teil der Patienten diese Mutation mit nachfolgender klonaler 

Hämatopoese als Vorläufer für eine hämatologische Erkrankung fungiert, dies jedoch 

nicht zwingend der Fall ist (Steensma et al. 2015).  

Wie oben erläutert, wurde eine starke Altersassoziation beim Auftreten von CHIP-

Mutationen beschrieben. Aus einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe ist jedoch 

bekannt, dass bei Patienten mit neu diagnostizierter CML solche Zusatzmutationen mit 

etwa einem Drittel der Fälle deutlich häufiger vorhanden sind als bei dem zu Grunde 

liegenden Altersmedian von 58 Jahren zu erwarten wäre (Schmidt et al. 2014). Des 

Weiteren konnte unsere Arbeitsgruppe bei der seltenen Entität der pädiatrischen CML 

ebenfalls häufig ASXL1-Mutationen nachweisen (Ernst et al. 2018). Dies legt den 

Schluss nahe, dass das Auftreten von ASXL1-Mutationen bei der CML eher ein 

krankheits- als altersassoziiertes Ereignis ist. 

1.4.2 Dynamik von Zusatzmutationen 

Die Dynamik solcher Zusatzmutationen unter TKI-Therapie wurde bislang in zwei 

retrospektiven Studien erforscht. Beide Studien legten nahe, dass die Mutationen 
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unterschiedlichen Dynamiken folgen (Kim et al. 2017, Branford et al. 2018). Im 

Wesentlichen handelt es sich dabei um drei Muster: Eradikation, Neuauftreten und 

Persistenz.  

Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) ist eine Mutationseradikation mit einem 

guten Therapieansprechen assoziiert (Jongen-Lavrencic et al. 2018). Daher nimmt die 

Bestimmung der minimal residual disease (MRD) im Therapiemonitoring der AML 

gemäß den aktuellen Therapieempfehlungen einen hohen Stellenwert ein. Dazu 

gehört die Bestimmung der Mutationslast von somatischen Mutationen, die zum 

Erstdiagnosezeitpunkt gefunden wurden (Döhner et al. 2022). Es ist jedoch notwendig, 

zwischen Mutationen mit direktem Krankheitsbezug und solchen, welche ohne Einfluss 

auf das Therapieansprechen im Sinne einer klonalen Hämatopoese persistieren, zu 

differenzieren (Jongen-Lavrencic et al. 2018). Bei der CML gibt es bislang keinen 

Hinweis auf ein überlegenes Therapieansprechen bei Patienten mit 

Mutationseradikation (Kim et al. 2017).  

Es ist bekannt, dass bei Therapieversagen, insbesondere auch in der akzelerierten 

Phase und Blastenphase vermehrt Zusatzmutationen nachzuweisen sind (Grossmann 

et al. 2011, Kim et al. 2017, Branford et al. 2018). Häufig handelte es sich um ABL1-

KD Mutationen (Kim et al. 2017, Branford et al. 2018) und somit einem bekannten TKI-

Resistenzmechanismus (Soverini et al. 2005, Soverini et al. 2011). Branford et al. 

wiesen dabei eine sehr hohe Ko-Existenz von anderen somatischen Mutationen bei 

Patienten mit ABL1-KD Mutation und Therapieversagen nach, wobei diese anderen 

Mutationen der ABL1-KD in der Mehrzahl der Fälle vorausgingen (Branford et al. 

2018). In der retrospektiven Untersuchung von Kim et al. war das Neuauftreten von 

einer Mutation unter TKI-Therapie mit einem unterlegenen Therapieansprechen 

assoziiert (Kim et al. 2017).  

Persistierende Mutationen unterstützen die Theorie der klonalen Evolution, welche 

bereits in den Anfängen der CML-Forschung aufgestellt wurde. So zeigte eine 

Isoenzymanalyse in Ph-negativen Zellen eine Verschiebung hin zum Ph-positiven 

Klon, was einen Hinweis lieferte, dass zumindest bei einem Teil der Patienten die 

Entstehung des Philadelphia-Chromosoms nicht das Erstereignis der CML-

Pathogenese darstellt, sondern vielmehr ein mehrstufiger Mechanismus zu Grunde 

liegt (Fialkow et al. 1981, Raskind et al. 1993). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von 
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Prof. Ernst konnte 2014 diese Theorie mit molekularen Erkenntnissen untermauert 

werden. So fand sich in einem Patienten eine DNMT3A-Mutation zum 

Diagnosezeitpunkt, welche in einer Verlaufsprobe unter TKI-Therapie in Ph-negativen 

Zellen mit niedrigerer Mutationslast weiterhin nachgewiesen werden konnte. Dies legte 

den Schluss nahe, dass die DNMT3A-Mutation bereits existierte, bevor BCR::ABL1 

entstand (Schmidt et al. 2014). Auch in der Studie von Kim et al. ergab sich weitere 

Evidenz für diese These. Hier wurden zusätzlich T-Zellen sequenziert. Die jeweilige 

Mutation konnte jedoch nur in einem Teil der Zellen als direkte Evidenz für einen 

präleukämischen Klon gefunden werden. Es ist davon auszugehen, dass die 

Mutationen in den anderen Fällen nach Differenzierung der Stammzelle in Richtung 

der myeloischen Reihe aufgetreten sind (Kim et al. 2017).   

1.4.3 ASXL1-Mutationen  

Das humane ASXL1-Gen ist auf dem Chromosom 20q11 lokalisiert und kodiert für ein 

gleichnamiges Protein, welches aus 1541 Aminosäuren besteht. ASXL1 ist über eine 

Vielzahl an Interaktionspartnern an epigenetischer, transkriptionaler und 

translationaler Regulation beteiligt (Asada et al. 2019). Bei der CML konnten in 

bisherigen Studien zwar häufig ASXL1-Mutationen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 

gefunden werden, der klinische Einfluss blieb jedoch unklar (Branford et al. 2019). 

Auch bei anderen myeloischen Erkrankungen wie der akuten myeloischen Leukämie 

(AML), den myelodysplastischen Neoplasien (MDS) und der chronischen 

myelomonozytären Leukämie (CMML) gehört ASXL1 zu den am häufigsten mutierten 

Genen. ASXL1-Mutationen sind hier mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Die 

meisten Mutationen wurden im letzten Exon (Exon 12) gefunden, wobei es sich 

größtenteils um frameshift oder nonsense Mutationen handelt (Gelsi-Boyer et al. 

2012). In Mausexperimenten führte eine solche Exon 12 Mutation mit nachfolgend 

verkürztem Protein zu einem Funktionszugewinn. Die Verkürzung des Proteins hatte 

ein offeneres Chromatin zur Folge. Des Weiteren lag eine Dysregulation der 

Expression von Genen vor, welche entscheidend für die Erneuerung und 

Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen sind (Yang et al. 2018). ASXL1 

ist physiologisch ein wichtiger Bestandteil des BRCA1 associated protein 1 (BAP1) 

Deubiquitinase (DUB) Komplex, der die Entfernung von Ubiquitingruppen von Lysin 

119 auf Histon H2A (H2AK119Ub) vermittelt. H2AK119Ub wird vom Polycomb 
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Repressive Complex (PRC) 1 katalysiert, was die dreifache Methylierung von Lysin 27 

auf Histon 3 (H3K27me3) durch PRC2 verstärkt, eine charakteristische Markierung 

reprimierter Genexpression. Die mutationsbedingte Verkürzung von ASXL1 steigert 

die Stabilität von BAP1 und erhöht die Chromatinbindung des Komplexes. Diese gain-

of-function Aktivität verursacht eine globale Reduktion von H2AK119Ub und 

H3K27me3, was zur aberranten Aktivierung leukämischer Genexpression führt 

(Balasubramani et al. 2015, Asada et al. 2018, Guo et al. 2018, Wang et al. 2021). 

Darüber hinaus ist ASXL1 über eine Vielzahl von Interaktionspartnern an 

epigenetischer, transkriptioneller und translationaler Regulation beteiligt, die 

Gegenstand derzeitiger Forschung sind (Medina et al. 2022). Zum besseren 

Verständnis der Rolle, die ASXL1 physiologisch in der Stammzellentwicklung innehat, 

sowie des Einflusses des verkürzten Proteins, sind weitere Studien notwendig.  

1.5 Next-Generation Sequencing 

Zur Detektion der Zusatzmutationen wurde sich für Next-Generation Sequencing 

(NGS) entschieden. Das verwendete TruSight Myeloid Panel enthielt 54 Leukämie-

assoziierte Gene. Die Sequenzierdaten wurden mit der VariantStudio Software 

(Version 2.0; Illumina, San Diego, CA, USA) ausgewertet. Der Software eigene PASS 

Filter wurde genutzt und die Sensitivität auf 5% variant allele frequency (VAF) 

festgelegt. Varianten mit einer niedrigeren Allelfrequenz wurden nur berücksichtigt, 

wenn die gleiche Veränderung in mindestens einer weiteren Probe des betroffenen 

Patienten oberhalb des Sensitivitätslevels detektiert werden konnte. Synonym 

kodierende und intronische Mutationen wurden von der Analyse ausgeschlossen und 

separat aufgeführt. Ebenso wurde mit Varianten mit einer Populationsfrequenz ≥1% 

verfahren. Bei der Bewertung der Mutationen wurde entsprechend der Empfehlungen 

von Branford et al. (Branford et al. 2019) gefiltert: Zunächst wurden Varianten mit 

einem Combined Annotation Dependent Depletion (CADD; version 1.3) (Rentzsch et 

al. 2019) Wert <20 ausgeschlossen. Des Weiteren wurden Varianten exkludiert, 

welche nicht von mindestens drei der vier verwendeten Prädiktionstools als schädlich 

eingestuft wurden.  
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1.6 TIGER-Studie 

Bei dem im Folgenden untersuchten Patientenkollektiv handelt es sich um eine zufällig 

ausgewählte Kohorte der TIGER-Studie (CML-V; NCT01657604). Im Rahmen dieser 

multizentrischen Phase-III-Studie wurde das molekulare Ansprechen unter einer 

Nilotinib-Monotherapie mit der Kombinationstherapie aus Nilotinib und pegyliertem 

Interferon α verglichen. Das Studiendesign sah nach Randomisierung zunächst eine 

Induktionsphase vor, in der die Patienten je nach Therapiearm für mindestens 24 

Monate eine Mono- bzw. Kombinationstherapie erhielten. Patienten mit Nachweis von 

mindestens einer MMR nach Ablauf der zwei Jahre qualifizierten sich für die 

Erhaltungsphase. In dieser erhielten alle Patienten eine Monotherapie, je nach 

Therapiearm in Form von TKI bzw. Interferon α. War nach weiteren 12 Monaten 

mindestens eine MR4 nachweisbar, konnte die Medikation in beiden Therapiearmen 

abgesetzt werden (Hochhaus et al. 2019). Es handelt sich somit um eine 

Patientenkohorte, welche nicht nur zum Erstdiagnosezeitpunkt, sondern auch 

während des gesamten Therapieverlaufes klinisch und molekular intensiv beobachtet 

wurde. Darüber hinaus ermöglichte das prospektive Studiendesign der TIGER-Studie 

auch in der hier vorliegenden Promotionsarbeit einen prospektiven Ansatz.
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2 Ziele der Arbeit 

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollten CML-Patientenproben 

hinsichtlich Zusatzmutationen neben BCR::ABL1 mit Blick auf Prävalenz, Dynamik und 

prognostischer Relevanz systematisch untersucht werden. Die untersuchte 

Patientenkohorte bestand aus insgesamt 222 CML-Patienten, die im Rahmen der 

TIGER-Studie (CML-V; NCT01657604) behandelt wurden. Die Blutproben der 

Patienten wurden mittels Next-Generation Sequencing (NGS) untersucht, wobei das 

verwendete Panel insgesamt 54 Leukämie-assoziierte Gene abdeckte. Von 100 der 

Patienten wurden zudem Verlaufsproben zu Monat 12, 24 und 36 nach Erstdiagnose 

zur Untersuchung der Mutationsdynamiken analysiert. 

Hypothesen der Arbeit: 

(1) Mutationen außerhalb von BCR::ABL1 können häufig zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose bei CML-Patienten nachgewiesen werden. 

(2) Zusatzmutationen weisen im Therapieverlauf unterschiedliche Dynamiken auf. 

(2) Zusatzmutationen haben einen Einfluss auf das molekulare Ansprechen 

betroffener Patienten. 
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Gene mutations independent of BCR::ABL1 have been identified in newly diagnosed patients with chronic myeloid leukemia (CML)
in chronic phase, whereby mutations in epigenetic modifier genes were most common. These findings prompted the systematic
analysis of prevalence, dynamics, and prognostic significance of such mutations, in a clinically well-characterized patient population
of 222 CML patients from the TIGER study (CML-V) by targeted next-generation sequencing covering 54 myeloid leukemia-
associated genes. In total, 53/222 CML patients (24%) carried 60 mutations at diagnosis with ASXL1 being most commonly affected
(n= 20). To study mutation dynamics, longitudinal deep sequencing analysis of serial samples was performed in 100 patients after
12, 24, and 36 months of therapy. Typical patterns of clonal evolution included eradication, persistence, and emergence of mutated
clones. Patients carrying an ASXL1 mutation at diagnosis showed a less favorable molecular response to nilotinib treatment, as a
major molecular response (MMR) was achieved less frequently at month 12, 18, and 24 compared to all other patients. Patients with
ASXL1 mutations were also younger and more frequently found in the high risk category, suggesting a central role of clonal
evolution associated with ASXL1 mutations in CML pathogenesis.

Leukemia; https://doi.org/10.1038/s41375-022-01648-4

INTRODUCTION
Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by the BCR::ABL1
gene fusion, which codes for a constitutively active tyrosine kinase
[1]. Inhibition of this aberrant kinase via imatinib – a selective
tyrosine kinase inhibitor (TKI), revolutionized the treatment of CML
[2]. Second-generation TKIs such as nilotinib improved treatment
further, resulting in earlier and higher response rates while
offering lower risk of disease progression [3]. Whilst some patients
show resistance to TKI treatment and are at high risk of
progression, for a large number of patients living without
treatment has become a realistic aim if durable deep molecular
remission under TKI treatment has been achieved [4, 5]. According
to previous studies, myeloid-leukemia associated mutations occur
in addition to BCR::ABL1 in approximately 30% of newly diagnosed
CML patients [6–8]. Mutations were most commonly identified in
epigenetic modifier genes such as ASXL1, DNMT3A, and TET2. Two
retrospective studies suggested an inferior response to TKI of CML
patients harboring mutations of epigenetic regulator genes [7, 9].
Large population studies revealed an increased prevalence of such
variants also in elderly people lacking hematological disorders
[10–12], suggesting a rate of 10% in people older than 65 years
but only 1% in people younger than 50 years of age [11]. However,
our recent findings of ASXL1 mutations in children and young

adults with CML indicate that the existence of such mutations can
be disease- rather than age-related in CML patients [13].
To advance our understanding of the role of mutations in

addition to BCR::ABL1, the study presented here aimed to evaluate
their prevalence and dynamics in a large, well-characterized
patient population in an ongoing prospective clinical trial.
Furthermore, the clinical impact of such mutations was investi-
gated to understand their effect on molecular response during TKI
treatment.

PATIENTS AND METHODS
Patients
The patient cohort consisted of 222 randomly selected chronic phase CML
patients treated within the prospective German TIGER study (CML-V;
NCT01657604). All patients received nilotinib based TKI therapy. Patients’
characteristics are provided in Table 1 and Supplementary Table 1. Median
age was 52 years (range, 18–79 years), 140 (63%) were male. 116 patients
(52.3%) received nilotinib monotherapy and 106 patients (47.7%) a
combination with nilotinib and pegylated interferon alpha 2b (pegIFN)
according to the study protocol. All procedures were in accordance with
the standards of the ethics committee and the Declaration of Helsinki.
Informed consent for participation in the trial and molecular analysis was
obtained from all patients.
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Sample preparation
Peripheral blood samples of all patients were collected at diagnosis and
every three months on treatment. Genomic DNA (gDNA) was isolated from
peripheral blood leukocytes after red cell lysis using the QIAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s recom-
mendations. Additionally, buccal swab samples were used where available
for the isolation of constitutional DNA to verify the somatic origin of
mutations. The RNeasy Mini Kit (Qiagen) or TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) was used according to the manufacturer’s recommen-
dations to extract total leukocyte RNA after red cell lysis from at least 20 ml
of peripheral blood. As previously published, complementary DNA
synthesis was performed using random hexamer primers and Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen) [14] or SuperScript
IV VILO Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according
to manufacturer’s instructions.

Real-time quantitative PCR and Sanger sequencing
For this study, patients’ molecular response to therapy was measured after
12, 18, 24, and 36 months of therapy, unless the patient had died or
dropped out. In total 657 samples were analyzed. LightCycler technology
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) or the Quantstudio5 (Thermo
Fisher) system was employed for BCR::ABL1 transcript quantification as
described previously [15, 16]. Molecular response was assessed by RT-qPCR
determining the ratio of BCR::ABL1 to ABL1 transcripts and reported on the
International Scale (IS) [17]. Treatment response was reported as log level
reduction of BCR::ABL1IS according to the European LeukemiaNet (ELN)
recommendations: major molecular response (MMR) ≤ 0.1%, MR4 ≤ 0.01%,
MR4.5 ≤ 0.0032%, MR5 ≤ 0.001% [18, 19]. Patients with failure criteria
according to ELN 2013 recommendations [18] were analyzed by Sanger
sequencing for the presence of BCR::ABL1 kinase domain mutations.

Next-generation sequencing
Next-generation sequencing (NGS) of 54 genes frequently mutated in
various entities of myeloid malignancies was performed using the TruSight
Myeloid Panel on the Mini Seq platform (Illumina, San Diego, CA, USA) with
8 samples per run. In total, 522 samples were analyzed; 222 samples at
diagnosis with follow-up analyses for 100 patients after 12, 24, and
36 months of therapy. Mean amplicon coverage ranged from 1762–21,465
reads/amplicon. The collected data was analyzed using the VariantStudio
Software (version 2.0; Illumina, San Diego, CA, USA) with the hg19 genome
build and a sensitivity level of 5% variant allele frequency (VAF). Variants
detected at low VAF (<5%) were only included if the same variant was
found with a frequency above 5% in at least one sample of the respective
patient. As recommended by the developers, the software’s own PASS
filter was used. Synonymous coding mutations and intronic polymorph-
isms were excluded. Variants with an allele frequency of ≥1% in the
general population were also excluded. In accordance to recent

recommendations of Branford et al. [8] the Combined Annotation
Dependent Depletion (CADD; version1.3) [20] was used with a threshold
of ≥20 to filter missense variants; additionally, only those variants
predicted to be damaging by at least 3 of 4 prediction tools were
included. We used the open access tools Polymorphism Phenotyping v2
(PolyPhen-2) [21] and dbNSFP version 4.0a [22] for SIFT [23], MutationTa-
ster [24] and FATHMM [25]. Missense variants considered to be germline
by buccal-swap analysis (n= 5) or due to a VAF of 50% or consistent VAF of
50 or 100% over time (n= 6) which otherwise met the published criteria of
clinically relevant mutations [8] were regarded separately. For the
predictive analysis, the ASXL1 c.1934dupG mutation was excluded based
on frequent sequencing artifacts in this homopolymer area.

Statistics
For statistical analysis, all timepoints were calculated from the day of
randomization or from the day of the first visit when trial participation was
confirmed. To be allocated to a certain time, a molecular analysis was
performed within the ±3-months interval around that time. Any event
worse than “no MMR”, that is disease progression or death from any cause
within an interval, was rated as “no MMR” for this and any following
interval. The probability of MMR was given as the proportion of patients
with at least MMR or “no MMR” at 12, 18, and 24 months, according to their
mutation status. The association between two categorical variables was
assessed with Fisher’s exact test. Group comparisons with regard to
continuous variables were performed with the Mann-Whitney U-Test. To
investigate the influence of mutations on molecular status at 12, 18, and
24 months under consideration of other baseline variables, multiple
logistic regression was used. All statistical tests were explorative. The level
of significance was 0.05. Point estimations are given together with their
95% confidence interval (95%-CI). SAS version 9.4 was used for analysis.

RESULTS
Molecular response
BCR::ABL1IS was assessed at months 12, 18, and 24 for all 222
patients of this sub-cohort of the TIGER study. After one year of TKI
treatment, 181 patients (82% of 222, 95%-CI: 76–86%) had
achieved at least MMR, whilst 49% of patients showed a molecular
response of MR4 or better (95%-CI: 43–56%), 29% had at least
MR4.5 (95%-CI: 23–35%), and 5% were in MR5 (95%-CI: 3–9%). At
18 months, one patient had been lost to follow-up and three
patients (rated as “no MMR”) had died. Thus, of 221 patients, 192
(87%, 95%-CI: 82–91%) had achieved at least MMR, whilst 54%
(95%-CI: 48–61%) were assessed as MR4 or better and 32% (95%-
CI: 26–39%) had achieved at least MR4.5. MR5 was achieved for 8%
(95%-CI: 5–13%) of 221 patients. Before month 24, one more

Table 1. Patients’ characteristics.

Total No mutations All mutations

ASXL1 mutations Other mutations

Age at diagnosis (years)

Median (range) 52 (18–79) 52 (18–79) 54 (19–78) 47 (24–68) 56 (19–78)

Sex (n, %)

Male 140 (63%) 108 (64%) 32 (60%) 15 (75%) 17 (52%)

Female 82 (37%) 61 (36%) 21 (40%) 5 (25%) 16 (48%)

EUTOS score (n, %)

Low risk 203 (91%) 157 (93%) 46 (87%) 13 (65%) 33 (100%)

High risk 19 (9%) 12 (7%) 7 (13%) 7 (35%) 0 (0%)

BCR::ABL1 transcript type (n, %)

b2a2 86 (39%) 69 (41%) 17 (32%) 5 (25%) 12 (36%)

b3a2 100 (45%) 72 (43%) 28 (53%) 11 (55%) 17 (52%)

b2a2+ b3a2 36 (16%) 28 (17%) 8 (15%) 4 (20%) 4 (12%)

Total 222 169 53 20 33

EUTOS European Treatment and Outcome Study.
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patient was lost to follow-up. At 24 months, of 220 patients, 193
(88%, 95%-CI: 83–91%) had achieved at least MMR. Proportions of
patients with at least MR4, at least MR4.5, or MR5 were 59% (95%-CI:
52–65%), 38% (95%-CI: 32–45%), and 14% (95%-CI: 10–19%),
respectively.

Mutations at diagnosis
At the time of diagnosis, 53 of 222 patients (24%) carried 60
mutations in addition to BCR::ABL1, affecting the genes ASXL1,
ATRX, BCOR, BCORL1, CALR, CBL, CBLB, CUX1, DNMT3A, FBXW7,
GATA2, GNAS, IKZF1, JAK2, KDM6A, PHF6, RUNX1, SMC3, TET2,
U2AF1, and WT1 (Fig. 1). In detail, 18 distinct nonsense mutations,
13 frameshift variants, 22 missense mutations, two inframe
deletions and one inframe insertion were detected. ASXL1
mutations were most frequently identified and were observed
in 20 patients (9%). Six patients showed more than one additional
mutation. This affected patient #36 (ASXL1, ASXL1), #66 (CALR,
FBXW7), #159 (RUNX1, ATRX, PHF6), #171 (RUNX1, GNAS), #177
(ASXL1, BCOR) and #180 (ASXL1, TET2). Median age of
patients carrying additional mutations to BCR::ABL1 at diagnosis
was 54 years (range, 19–78 years). Buccal swab samples were
available for 13 patients and showed no or lower-level mutation
frequencies, hence indicating a somatic origin of the respective
mutations.
Apart from the mutations described above, 10 distinct missense

variants were detected in 14 patients that were considered to be
germline but otherwise met the published criteria of clinically
relevant mutations [8] (Supplementary Table 1). The affected
genes were ASXL1, ATRX, CBL, IDH2, KDM6A, RUNX1, TET2, TP53,
and ZRSR2. These variants were found in all analyzed samples of
the respective patients with a VAF of approximately 50% (n= 8) or
100% (n= 2) and/or were confirmed to be germline via buccal
swab analysis if available (n= 5). Four patients not analyzed in
follow-up carried a TET2 variant with a VAF of approximately 50%
that was otherwise considered clinically relevant.

Mutation dynamics
Investigating follow-up samples of 100 randomly chosen patients
of the cohort described above, we observed three mutational
patterns: (I) eradication, (II) persistence, (III) emergence of
mutations (Table 2a–c). Regarding mutation prevalence at month
12, 24, and 36 please refer to Fig. 2A–C.

Most mutations were eradicated together with the BCR::ABL1
clone under nilotinib therapy (pattern I, Table 2a). Nineteen
patients showed this type of mutation pattern, most commonly

affecting ASXL1 with n= 12 detections. For most patients, the
mutation was detected at diagnosis only and was undetectable
during treatment. However, in patient #36 two ASXL1 mutations
detected at diagnosis were also found at month 12. After a year of
nilotinib treatment the mutations had been suppressed to low
VAFs of 2.7% and 2.3%, respectively (Table 2a). At this point the
patient showed a BCR::ABL1IS transcript level of 2.8%. Analysis of
subsequent follow-up samples showed that BCR::ABL1 as well as
both ASXL1mutations were cleared which indicates that the ASXL1
mutations were located in Ph+ cells. At month 24, patient
#21 showed re-emergence of an ASXL1 mutation initially detected
at diagnosis (the month 12 sample was tested negative) with a
BCR::ABL1IS transcript level of 13% at that time (Table 2a). Another
follow-up sample was analyzed at month 36. The ASXL1 variant
increased in frequency compared to month 24 and a BCR::ABL1IS

transcript level of 35% was assessed at this point. The patient
underwent allogeneic stem cell transplantation. Though not
included in NGS follow-up analysis, patient #194, who presented
with an ASXL1 mutation at diagnosis, showed an E255K BCR::ABL1
mutation at months 12 and 18 as detected by Sanger sequencing
(Supplementary Table 1).
In five patients mutations persisted (pattern II; Table 2b). Follow-

up samples also revealed a reduction of the allele burden of four
of these mutations (DNMT3A in all cases) compared to the level at
diagnosis whereas the CALR mutation displayed a slightly
increased VAF in follow up analyses. Since VAF was significantly
above BCR::ABL1 transcript levels in all patients, the BCR::ABL1
translocation has most likely occurred on top of the preexisting
mutation. Median age of these patients was 59 years (range,
42–71 years) at diagnosis.

Fifteen variants in 13/100 (13%) patients newly emerged in
follow-up that had not been detected in the corresponding
diagnostic samples (pattern III; Table 2c). Affected genes were
ASXL1, BCOR, DNMT3A, IKZF1, JAK2, STAG2, TET2, and TP53 with the
highest prevalence in DNMT3A (n= 5). Since VAFs of these
variants were significantly above BCR::ABL1IS transcript levels in all
patients, these mutated clones are considered to be BCR::ABL1
negative. Patients gaining a mutation in follow-up had a median
age of 56 years (range, 32–73 years) at diagnosis.
Data further suggests different mutational dynamics in follow-

up samples in patients with more than one mutation. In patients
#19 and #36 both mutations followed the same mutation patterns
of eradication and emergence, respectively (Table 2a, c). Non-
parallel mutation dynamics were observed in patients #11 (BCOR
eradication; TET2 emergence), #21 (ASXL1 eradication/re-
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Fig. 1 Landscape of somatic mutations in 222 chronic phase CML patients at diagnosis by targeted next-generation sequencing.
Mutations were found in 53/222 patients (24%) with ASXL1 being the most commonly affected gene (n= 20). Patients and genes are displayed
in columns and rows, respectively. A unique color is assigned to each mutated gene. Bisected cell represents two variants in the same gene
and patient.
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Table 2. Dynamics of somatic mutations in 100 chronic phase CML patients at diagnosis and after 12, 24, and 36 months of nilotinib therapy.

(a) Variants detected only at diagnosis or suppressed and subsequently eradicated in follow-up. ASXL1 L775X re-occurred at month 24 in patient #21. Samples
with molecular response of at least MMR are shaded in green, no MMR is shaded in red. Low level allele variants (<5% variant allele frequency) are displayed in
brackets. n= 19 patients.
(b) Variants detected in every analyzed sample of the respective patient. Samples with molecular response of at least MMR are shaded in green. Low level allele
variants (<5% variant allele frequency) are displayed in brackets. n= 5 patients.
(c) Variants detected only in follow-up samples. Samples with molecular response of at least MMR are shaded in green, no MMR is shaded in red. Low level allele
variants (<5% variant allele frequency) are displayed in brackets. n= 13 patients.
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emergence, ASXL1 and STAG2 emergence), #66 (FBXW7 eradica-
tion, CALR persistence) and #71 (ASXL1 eradication, DNMT3A
emergence) (Table 2a–c).

Clinical impact of mutations
In patients without mutation at diagnosis, the probabilities of
achieving MMR or better were 85% (95%-CI: 78–89%) at
12 months, 89% (95%-CI: 84–93%) at 18 months, and 89% (95%-
CI: 84–93%) at 24 months. With 82% (95%-CI: 66–91%) at
12 months, 91% (95%-CI: 76–97) at 18 months, and 94% (95%-
CI: 80–98%) at 24 months the probabilities of MMR in the patients
with mutations (excluding ASXL1) were not significantly different.
In contrast, patients carrying an ASXL1 mutation at diagnosis
achieved significantly lower MMR probabilities than patients
without any mutation (Fig. 3), showing 55% (95%-CI: 34–74%) at
12 months (p= 0.0036), 60% (95%-CI: 39–78%) at 18 months
(p= 0.0018), and 65% (95%-CI: 43–82%) at 24 months
(p= 0.0076). Investigating the categorizations “at least MR4“, “at
least MR4.5”, and “at least MR5“, no statistically significant and
clinically relevant difference between “no mutations” and either
“ASXL1” or “other mutations” was found.

Using multiple logistic regression, apart from mutation status,
no additional variable reported in Table 1 had a significant
influence on the achievement of the molecular status “MMR or
better” at 12, 18, or 24 months. The odds ratios of ASXL1 as
compared with “no mutations” were 0.222 (95%-CI: 0.084–0.589),
0.179 (95%-CI: 0.065–0.496), and 0.223 (95%-CI: 0.079–0.631) with
increasing MMR proportions and time.
Table 1 displays patient characteristics distinguished by “no

mutations” and “all mutations”, the latter separated in “ASXL1
mutations” and “other mutations”. Any mutations at diagnosis
occurred in 46/203 (22.7%) low risk patients according to the
EUTOS score and in 7/19 (36.8%) high risk patients (n.s.). However,
all mutations other than ASXL1 were only identified in low-risk
patients and accordingly, all seven mutations identified in 19 high-
risk patients were ASXL1 mutations. ASXL1 mutations at diagnosis
occurred in 13/203 (6.4%) low risk patients and 7/19 (38.8%) high
risk patients (p= 0.0004). Patients with ASXL1mutation were more
frequently at high risk than patients with other (p= 0.0005) or no
mutations (p= 0.0012). Moreover, patients with ASXL1 mutation
were younger than patients with other mutations (p= 0.0380). No
further associations between mutations and other patient
characteristics were observed.

DISCUSSION
This study provides a prospective analysis of leukemia-associated
gene mutations in newly diagnosed CML patients treated within a
controlled clinical trial. Several retrospective studies found that
mutations in leukemia-associated genes in addition to BCR::ABL1
are not only a phenomenon seen in advanced or blast crisis CML
but also in chronic phase CML [6–9]. As CML is primarily diagnosed
in chronic phase, a better understanding of clonal molecular
evolution may aid therapeutic decision-making, risk-stratification
and management in the future.
At the time of diagnosis, patients most frequently carried ASXL1

mutations (n= 20). ASXL1 mutations are also commonly detected
in other myeloid malignancies and are generally associated with a
poor clinical outcome. As an epigenetic and transcriptional
regulator, ASXL1 is involved in chromatin modifications and
interacts with polycomb complex proteins as well as transcrip-
tional activators and suppressors [26]. Recently, Yang et al. showed
a gain-of-function in mice carrying ASXL1 exon 12 mutations
yielding gene truncation. The truncation resulted in more open
chromatin and a dysregulated expression of genes critical for the
self-renewal and differentiation of hematopoietic stem cells [27].
Moreover, as a component of the BAP1 histone H2A deubiquiti-
nase complex, ASXL1 truncation increases its stability, strengthen-
ing the association of the BAP1 complex with chromatin, driving
oncogenic gene expression [28].
ASXL1 mutations have previously been observed in CML in

adults [6–8] and also in children [13] where ASXL1 was the only
gene found to be mutated which may indicate a relevant role of
such mutations in some cases. The study presented here provides
novel evidence for an adverse response to TKI treatment of CML
patients carrying mutant ASXL1 as the presence of an ASXL1
mutation at diagnosis was associated with a worse response to
nilotinib treatment as measured by MMR achievement at month
12, 18, and 24. Mutations other than ASXL1 mutations at diagnosis
did not affect molecular response during follow-up. Moreover,
patients with ASXL1 mutations were younger than patients with
other mutations and more frequently at high risk than patients
with other or no mutations. All mutations other than ASXL1 were
only identified in low risk patients. These findings indicate that
ASXL1 mutations may have an active role in CML pathogenesis
and clonal evolution.
Our data confirm previous findings which show that ASXL1

mutations are rarely detected during MMR suggesting eradication
of the mutation in most patients by TKI treatment [7]. However,
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Fig. 2 Prevalence of somatic mutations in 100 chronic phase CML
patients during nilotinib treatment. Longitudinal deep sequencing
analysis of serial samples after (A) 12, (B) 24, and (C) 36 months of
therapy. DNMT3A mutations were most frequently identified.
Patients and genes are displayed in columns and rows, respectively.
A unique color was assigned to each mutated gene. A bisected cell
represents two variants in the same gene and patient. Asterisks
stand for low allele variants (<5% variant allele frequency).
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we found a slower treatment response in CML patients carrying an
ASXL1 mutation at diagnosis despite mutation clearance in 11/12
of the affected patients in which follow-up samples were
analyzed. This suggests that clonal evolution with ASXL1 muta-
tions on top of BCR::ABL1 influences TKI susceptibility of leukemic
cells and thus response to therapy. The molecular mechanism
behind this phenomenon needs to be explored further. Recently,
Wang et al. [28] identified a small molecule inhibitor which targets
aberrant BAP1 catalytic activity in ASXL1-mutated leukemia,
reversing oncogenic gene expression. In the future, combined or
sequential treatment strategies could help CML patients with
ASXL1 mutations achieve better molecular responses.
Whilst the presence of multiple mutations per patient are

commonly detected in blast crisis CML, acute myeloid leukemia
(AML) and myelodysplastic neoplasms (MDS) [29–31], 47/53 (89%)
of all affected patients in this study showed only one mutation in
addition to BCR::ABL1 at diagnosis indicating that the clonal
architecture in CML might be less complex compared to other
myeloid malignancies (Fig. 1). However, five patients of the cohort
investigated in this study (#36, #66, #171, #177 and #180) showed
two mutations and one patient (#159) showed three distinct
mutations in addition to BCR::ABL1 at diagnosis. Patient #159 also
carried an Y253H BCR::ABL1 mutation (month 12) as detected by
Sanger sequencing and was the only patient in this cohort to
develop blast crisis. The patient died 21 months after treatment
initiation. As CML samples are increasingly sequenced to
investigate causes of resistance, persistence, and relapse, future
analyses may confirm that the number of additional mutations has
clinical consequences, as seen in AML and chronic myelomono-
cytic leukemia (CMML), where the number of mutations detected
is associated with a worse prognosis [32, 33]. The current study is
based on targeted NGS, including a panel of 54 leukemia-
associated genes, whereas whole exome or genome analyses
might reveal additional mutations. As clinical datasets combined
with sequencing information expand (e.g., within the HARMONY
Plus Alliance; www.harmony-alliance.eu), a clearer picture of the
impact of additional mutations may emerge.

Sequencing analyses of diagnosis samples and corresponding
annual follow-up samples in 100 selected patients revealed
various mutation patterns under therapy, including eradication
(pattern I), persistence (pattern II), and emergence (pattern III).
Regarding the eradication group, in 19/100 (19%) patients (at least
one) additional mutation was detected at diagnosis that was
subsequently undetectable under nilotinib treatment (Table 2a).
As these mutations were not detectable in subsequent BCR::ABL1
negative follow-up samples, it may be concluded that only
BCR::ABL1 positive cells harbored these additional mutations. One
patient showed re-occurrence of a variant at month 24 with a
concurrently increased BCR::ABL1IS transcript level of 1.1%,
supporting the notion that these additional mutations are located
in BCR::ABL1 cells. To further strengthen these findings, future
analyses could employ error-corrected NGS to increase sensitivity
further and confirm mutation concomitance.
Fifteen variants in 13/100 (13%) patients were only detected in

follow-up samples. One of these mutations was the JAK2 V617F
mutation in patient #76 which has been previously described as
uncommon in CML [34]. In some of these rare cases the diagnosis
of a JAK2 V617F-positive disease preceded the acquisition of the
Ph-chromosome [35, 36]; in others the second myeloproliferative
disease emerged in the remission phase of CML [37–39]. In the
case presented here, the JAK2 V617F mutation was not detected at
diagnosis, indicating that it was either initially masked by the
predominantly existing Ph+ cells or arose during nilotinib
treatment. It is known that there are multiple pathways in which
expression of the BCR::ABL1 tyrosine kinase causes genetic
instability with subsequently emerging mutations. The resulting
adverse response to treatment may no longer depend on the
BCR::ABL1 kinase itself [40].
In a minority of patients (5/100; 5%) mutations in addition to

BCR::ABL1 persisted over all time points analyzed and therefore
seem to precede the BCR::ABL1 translocation indicating a multi-
step pathogenesis in CML as suggested previously [6, 41, 42]. One
mutation affecting CALR displayed slightly increased VAFs in
follow-up samples despite successful suppression of the BCR::ABL1

Fig. 3 Proportion of patients with major molecular response (MMR) based on mutation status at diagnosis. Patients carrying an ASXL1
mutation at diagnosis achieved significantly lower MMR probabilities than patients without any mutation, showing 55% (95%-CI: 34–74%) at
12 months (p= 0.0036), 60% (95%-CI: 39–78%) at 18 months (p= 0.0018), and 65% (95%-CI: 43–82%) at 24 months (p= 0.0076). Black vertical
lines describe the 95% confidence intervals around the proportions indicated by the upper end of the bars. MMR Major molecular response.
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clone. CALR mutations are known drivers of myeloproliferative
neoplasms [43] and may therefore contribute to a clonal
advantage and expansion even after the BCR::ABL1 clone has
been eradicated. Four DNMT3A mutations showed stable lower
VAFs in follow up samples compared to the respective diagnosis
sample. A suppression of the mutation, but not eradication
despite good response, indicates the existence of a preleukemic
clone that subsequently acquired BCR::ABL1. DNMT3A is known to
be frequently mutated with increasing age in the general
population as part of a phenomenon termed clonal hematopoiesis
of indeterminate potential (CHIP) [10–12]. In elderly people
without hematologic disorders DNMT3A mutant clones are
unlikely to expand over time [44], which supports the finding of
stable VAFs under TKI therapy in CML patients. Age-related clonal
hematopoiesis is associated with an increased risk of developing
hematologic cancer [11]. In the study presented here, median age
of patients carrying additional mutations at diagnosis was 54 years
(range, 22–78 years) whilst mutation frequency was 24%, thus
exceeding the previously established age-related mutation pre-
valence of <5% within the healthy population in this age range
[11]. Whilst most detected mutations are likely a direct feature of
CML pathology, the DNMT3A mutations in particular may have
occurred as age-related events which might predispose indivi-
duals to CML. The precise implication of preleukemic clonal
hematopoiesis for CML has been analyzed in a few studies but will
undoubtedly be better understood as sequencing efforts expand
[6–8]. Similarly, in 14 patients germline mutations were detected
which met the published criteria of clinically relevant mutations
[8]. Five of the affected patients also carried at least one somatic
mutation. This indicates that germline mutations may also
function as predisposing factors to CML.

CONCLUSION
The study presented here aimed to evaluate the prevalence,
dynamics and clinical impact of BCR::ABL1 independent gene
mutations in chronic phase CML patients treated with nilotinib in
an ongoing prospective clinical trial. Mutations in addition to
BCR::ABL1 were frequently identified at diagnosis and were found
to vary in their dynamics during treatment. ASXL1 mutations were
most common and affected patients showed MMR less frequently
at month 12, 18, and 24 compared to all other patients. ASXL1
may, after further validation, serve as an additional prognostic
factor for molecular response in newly diagnosed CML patients.
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4 Diskussion der Ergebnisse 

In der vorliegenden Promotionsarbeit und eingebundenen Publikation erfolgte eine 

systematische Analyse von Leukämie-assoziierten Mutationen zusätzlich zur 

BCR::ABL1-Genfusion in CML-Patienten. Untersucht wurden Blutproben von 222 

Patienten mit neu diagnostizierter CML, welche eine Therapie mit dem 

Zweitgenerations-TKI Nilotinib erhielten, und deren Therapieerfolg im Rahmen einer 

klinischen Studie (TIGER-Studie) prospektiv untersucht wurde. Aus einigen 

retrospektiven Untersuchungen war bereits bekannt, dass Mutationen in Leukämie-

assoziierten Genen bei der CML nicht nur in der akzelerierten Phase oder der 

Blastenphase zu finden sind, sondern bereits in der chronischen Phase auftreten 

(Schmidt et al. 2014, Kim et al. 2017, Branford et al. 2018, Nteliopoulos et al. 2019). 

Da die CML größtenteils in der chronischen Phase diagnostiziert wird, könnte ein 

besseres Verständnis der molekularen Entwicklung zur Verbesserung zukünftiger 

Therapieentscheidungen, sowie zur besseren Risikostratifizierung und -handhabung 

beitragen. 

In der vorliegenden Untersuchung konnte insgesamt bei 53 von 222 Patienten (24%) 

zum Erstdiagnosezeitpunkt eine Mutation festgestellt werden. Das Alter der 

betroffenen Patienten betrug dabei im Median 54 Jahre (Spanne 19-78 Jahre). Die 

Mutationsprävalenz lag mit 24% deutlich oberhalb der publizierten Prävalenz in einer 

hämatologisch gesunden Kohorte von <5% (Jaiswal et al. 2014). Es ist somit 

wahrscheinlich, dass die meisten der hier gefundenen Mutationen direkt in die CML-

Evolution involviert sind. Insbesondere bei ASXL1-Mutationen ist angesichts der 

publizierten Prävalenz von 29% bei pädiatrischen CML-Patienten (Ernst et al. 2018) 

von einem Krankheits-, nicht Alters-assoziiertes Auftreten auszugehen. 

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurden in der vorliegenden Arbeit bei 20 Patienten 

ASXL1-Mutationen gefunden. Es handelt sich damit um das Gen mit den häufigsten 

detektierten Mutationen. Aus Analysen anderer myeloischer Erkrankungen ist 

bekannt, dass auch bei diesen ASXL1-Mutationen am häufigsten und mit einem 

unterlegenen Therapieansprechen verbunden sind (Gelsi-Boyer et al. 2012). Bei 

Patienten mit MDS wurde eine Prävalenz von 11-21% ASXL1-Mutationen sowie ein 

verringertes Gesamtüberleben der betroffenen Patienten beschrieben (Gelsi-Boyer et 

al. 2009, Bejar et al. 2011, Thol et al. 2011). Handelt es sich um eine frameshift ASXL1-
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Mutation, wurde außerdem eine kürzere Zeit bis zum Progress in eine AML berichtet 

(Thol et al. 2011). 39-49% der Patienten mit CMML tragen eine ASXL1-Mutation 

(Gelsi-Boyer et al. 2009, Itzykson et al. 2013, Patnaik et al. 2013, Patnaik et al. 2014). 

Die betroffenen Patienten weisen ein verringertes Gesamtüberleben auf (Gelsi-Boyer 

et al. 2010, Itzykson et al. 2013, Patnaik et al. 2014). Auch bei Patienten mit AML ist 

der Nachweis einer ASXL1-Mutation bei einigen Subgruppen mit einer schlechteren 

Prognose assoziiert (Chou et al. 2010, Metzeler et al. 2011, Pratcorona et al. 2012, 

Schnittger et al. 2013, Devillier et al. 2015, Paschka et al. 2015). In einer unselektierten 

AML-Kohorte wurde eine Prävalenz von ASXL1-Mutationen von 11% beschrieben 

(Chou et al. 2010).  

Bei der CML wurden ASXL1-Mutationen mit einer Prävalenz von ~10% in der 

chronischen Phase ebenfalls als häufig beschrieben (Schmidt et al. 2014, Kim et al. 

2017, Branford et al. 2018, Nteliopoulos et al. 2019). Bei der seltenen Entität der 

pädiatrischen CML war ASXL1 sogar das einzige Gen aus einem Panel von 30 

leukämie-assoziierten Genen, bei dem eine Mutation nachgewiesen werden konnte. 

Die Mutationsprävalenz war hingegen hoch mit 29% (Ernst et al. 2018). Trotz dieser 

Nachweise blieb die prognostische Relevanz von ASXL1-Mutationen bei CML-

Patienten bislang unklar (Branford et al. 2019). Die hier vorliegende Untersuchung 

bietet nun erstmalig Evidenz für ein unterlegenes Therapieansprechen von CML-

Patienten mit ASXL1-Mutation zum Erstdiagnosezeitpunkt in einer prospektiven 

klinischen Studie. So erreichten Mutationsträger seltener MMR zu Monat 12, 18, und 

24. Patienten mit ASXL1-Mutation waren außerdem signifikant jünger und häufiger als 

Hochrisiko stratifiziert. Patienten mit Mutationen in anderen Genen als ASXL1 hatten 

kein signifikant unterlegenes Therapieansprechen und befanden sich ausschließlich in 

der Niedrigrisiko-Gruppe. Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass ASXL1-

Mutationen eine aktive Rolle in der Pathogenese und Evolution der Erkrankung spielen 

könnten. Eine aktuelle retrospektive Studie mit einem hohen Anteil von Patienten mit 

Therapieversagen lieferte nach der hier vorliegenden Veröffentlichung Evidenz dafür, 

dass ASXL1-Mutationen im Rahmen einer Multivariante Analyse den einzigen 

unabhängigen Risikofaktor für ein ereignisfreies Überleben darstellen. Des Weiteren 

wiesen Patienten mit ASXL1-Mutation ein unterlegenes Überleben ohne 

Therapieversagen auf (Bidikian et al. 2022). Möglicherweise kann nach weiterer 
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Evaluation der ASXL1-Mutationsstatus zukünftig als zusätzlicher Faktor bei der 

Risikostratifizierung von CML-Patienten herangezogen werden.  

Nach Erreichen von MMR konnten in der vorliegenden Analyse nur wenige ASXL1-

Mutationen nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit vorherigen Erkenntnissen (Kim 

et al. 2017) und legt nahe, dass die Mutation gemeinsam mit BCR::ABL1 im Rahmen 

der TKI-Therapie eradiziert wird. Auffällig war jedoch, dass bei den betroffenen 

Patienten trotz der Eradikation der ASXL1-Mutation ein unterlegenes 

Therapieansprechen zu verzeichnen war. Auf welchem molekularen Mechanismus der 

Einfluss von ASXL1 auf das Therapieansprechen beruht, ist aktuell unklar und sollte 

Gegenstand weiterer Untersuchungen werden. Möglicherweise ist durch die Mutation 

die Empfänglichkeit des leukämischen Klons für die TKI-Therapie verändert.  

Wie eingangs beschrieben ist ASXL1 ein wichtiger Bestandteil des BAP1 Histon 

H2AK119Ub DUB Komplexes. Mechanistisch scheint die gain-of-function Aktivität des 

trunkierten ASXL1-BAP1-DUB Komplexes eine zentrale Funktion in ASXL1 mutierten 

myeloischen Krankheiten zu spielen (Medina et al. 2022). Wang et al. haben einen 

ersten Inhibitor gegen die katalytische Aktivität von BAP1 entwickelt, der leukämische 

Genexpression reversieren und Tumorprogression in Mausmodellen verzögern konnte 

(Wang et al. 2021). Darüber hinaus interagiert mutiertes ASXL1 mit dem 

epigenetischen Regulator Bromodomain-containing protein 4 (BRD4) und verstärkt 

Proteinkinase B/Mammalian target of rapamycin (AKT/mTOR) Signalwege durch eine 

Stabilisierung von AKT. Interessanterweise sind ASXL1-mutierte hämatopoetische 

Stamm- und Progenitorzellen besonders sensitiv gegenüber BET-Inhibitoren und dem 

mTOR-Inhibitor Rapamycin (Yang et al. 2018, Fujino et al. 2021). Möglicherweise 

ergeben sich aus weiterer Erforschung der ASXL1-Interaktionen Therapieansätze, die 

das Ansprechen von Patienten mit ASXL1-Mutationen zukünftig verbessern. 

Bereits in vorangegangenen Studien zur Dynamik von Zusatzmutationen bei der CML 

ließen sich Zusatzmutationen im Wesentlichen drei Mustern zuordnen: Eradikation, 

Neuauftreten und Persistenz (Kim et al. 2017, Branford et al. 2018). Beide Studien 

waren retrospektiv angelegt und enthielten eine hohe Zahl an Patienten mit 

Therapieversagen. In der hier vorliegenden Studie wurde die bislang größte Anzahl an 

Verlaufsproben systematisch zu Monat 12, 24, und 36 von 100 prospektiv 

ausgewählten Patienten untersucht. Die Patientenkohorte entspricht dank des 
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prospektiven Ansatzes eher dem der klinischen Realität und kann so einen 

repräsentativeren Einblick für eben diese Patienten gewähren. 

Am häufigsten war das Muster der Eradikation zu beobachten. So lag bei 19 Patienten 

(19/100, 19%) zum Erstdiagnosezeitpunkt mindestens eine Zusatzmutation vor, 

welche im Verlauf nicht mehr nachweisbar war. Die Tatsache, dass eine Mutation zur 

Erstdiagnose, einem Zeitpunkt zu dem der leukämische Zellklon vorherrscht, nicht 

aber in Remission nachweisbar ist, legt nahe, dass der leukämische Zellklon diese 

Zusatzmutation trägt. Interessant ist hier insbesondere der Fall von Patient #21. Bei 

diesem Patienten konnte zur Erstdiagnose eine ASXL1-Mutation festgestellt werden, 

welche zum Monat 12 nicht mehr nachweisbar war. Der Patient wies mit 1,1% 

BCR::ABL1IS kein optimales Therapieansprechen nach einem Jahr TKI-Therapie auf. 

Zum Monat 24 war die ASXL1-Mutation mit einer VAF von 10,6% wieder nachweisbar, 

während BCR::ABL1 bei 13% lag. Zum Monat 36 lag die ASXL1-Mutation bei 21,6% 

und BCR::ABL1 bei 35%. Diese Probe wurde gewonnen, kurz bevor der Patient eine 

allogene Stammzelltransplantation erhielt. Die Dynamik der ASXL1-Mutation verhält 

sich passend zu der oben erläuterten These, dass die Mutation in dem leukämischen 

Klon lokalisiert ist.  

Bei 13/100 (13%) der Patienten konnten Mutationen in den Verlaufsproben gefunden 

werden, welche zum Diagnosezeitpunkt nicht nachweisbar waren. Die VAF dieser 

Mutationen lag jeweils oberhalb des BCR::ABL1IS Transkriptlevels, woraus postuliert 

werden kann, dass es sich um einen BCR::ABL1 negativen Klon handelt. Dieses 

Mutationsmuster war in der retrospektiven Studie von Kim et al. mit einem negativen 

Therapieansprechen assoziiert, was anhand unserer Daten nicht bestätigt werden 

konnte. Möglicherweise liegt der Grund in der unterschiedlichen Patientenauswahl. So 

enthielt die Studie von Kim et al. einen deutlich höheren Teil an Patienten mit 

Therapieversagen. Etwa die Hälfte der neu aufgetretenen Mutationen betraf die 

BCR::ABL1-Kinasedomäne (Kim et al. 2017). Hierbei handelt es sich um einen 

bekannten Faktor für Therapieresistenz (Soverini et al. 2005, Soverini et al. 2011), 

sodass die Assoziation mit schlechterem Therapieansprechen nicht verwunderlich 

erscheint. Darüber hinaus beschrieben Branford et al. eine hohe Ko-Existenz von 

anderen somatischen Mutationen bei Patienten mit Therapieversagen und 

BCR::ABL1-Kinasedomäne-Mutationen, wobei diese zusätzliche somatische Mutation 

in der Mehrzahl zuerst auftrat (Branford et al. 2018). Möglicherweise würde bei einer 
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Ausweitung des Nachverfolgungs-Intervalls bei einem Teil der Patienten mit neu 

aufgetretener Mutation eine solche BCR::ABL1-Kinasedomäne-Mutation und 

Therapieversagen verzeichnet werden.  

In Patient #76 wurde in den Verlaufsproben eine JAK2-V617F-Mutation 

nachgewiesen. Diese gilt als häufig in verschiedenen Subentitäten der 

myeloproliferativen Neoplasien (MPN), nicht aber bei der CML (Jones et al. 2005). 

Dennoch existieren Berichte von Patienten mit sowohl BCR::ABL1 als auch JAK2-

V617F-Mutation, wobei die Mutation sowohl der CML vorausging (Bocchia et al. 2007, 

Bornhauser et al. 2007) als auch unter TKI-Therapie nachgewiesen wurde (Hussein et 

al. 2007, Inami et al. 2007, Kramer et al. 2007). Darüber hinaus scheint es keine 

einheitliche klonale Struktur zu geben. So liegen Hinweise dafür vor, dass die beiden 

Mutationen sowohl auf dem gleichen Klon ko-existieren (Bocchia et al. 2007, Wang et 

al. 2013), als auch unabhängig voneinander auftreten und konkurrieren können 

(Cambier et al. 2008, Martin-Cabrera et al. 2017, Soderquist et al. 2018). Nach Analyse 

größerer Kohorten wird das Phänomen dieses doppelt mutierten Phänotyps weiterhin 

als selten angesehen (Pieri et al. 2011, Martin-Cabrera et al. 2017, Soderquist et al. 

2018). In dem hier vorliegenden Fall konnte die JAK2-V617F-Mutation zur 

Erstdiagnose nicht nachgewiesen werden und lag in den Verlaufsproben trotz jeweils 

niedrigerem BCR::ABL1IS Transkriptlevel bei einer VAF von >25%. Es bleibt jedoch 

unklar, ob die Mutation zur Erstdiagnose durch den vorherrschenden leukämischen 

Klon maskiert wurde oder im Verlauf neu entstand.  

Das dritte Mutationsmuster umfasst Mutationen, die zu allen vier analysierten 

Zeitpunkten nachgewiesen werden konnten und betraf fünf Patienten (5/100, 5%). 

Diese wiesen mit durchgehend mindestens MMR ein gutes Therapieansprechen auf. 

Angesichts dieser Dynamik ist davon auszugehen, dass diese Mutationen der 

BCR::ABL1-Genfusion vorausgingen, was auf einen mehrstufigen Prozess bei der 

Pathogenese der CML in diesen Patienten hindeuten könnte, wie in der Literatur 

vorbeschrieben (Fialkow et al. 1981, Raskind et al. 1993, Schmidt et al. 2014, Kim et 

al. 2017). Bei Patient #66 konnte eine solche persistierende Mutation im Calreticulin 

(CALR) Gen nachgewiesen werden. Die VAF der CALR-Mutation lag zum Monat 12 

etwas höher als zum Erstdiagnosezeitpunkt und hielt sich über die weiteren 

Analysezeitpunkte auf diesem Niveau bei anhaltender MMR. CALR-Mutationen 

gehören als bekannte Treibermutationen von BCR::ABL1-negativen MPN zu deren 
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Diagnosekriterien (Arber et al. 2016). Es ist denkbar, dass die CALR-Mutation auch 

nach Eradikation des BCR::ABL1 tragenden Teil des Klons zu einem Vorteil im 

klonalen Wettbewerb führt. Bei vier weiteren Patienten lag jeweils eine DNMT3A-

Mutation vor. Unter TKI-Therapie reduzierte sich die VAF jeweils im Vergleich zur 

Erstdiagnose und wies im weiteren Verlauf keine auffällige Dynamik auf. Auch hier ist 

von einem präleukämischen Zellklon mit sekundärem Erwerb der BCR::ABL1-

Genfusion auszugehen.  

DNMT3A-Mutationen werden als häufiger Auslöser von CHIP beschrieben (Genovese 

et al. 2014, Jaiswal et al. 2014, Xie et al. 2014). Es ist denkbar, dass es sich bei den 

persistierenden DNMT3A-Mutationen um alters-assoziierte Ereignisse handelt, welche 

die Patienten möglicherweise für die Entstehung einer CML prädisponierten. Patienten 

mit CHIP-Mutationen haben ein erhöhtes Risiko, eine hämatologische 

Krebserkrankung im Allgemeinen zu entwickeln (Genovese et al. 2014, Jaiswal et al. 

2014). Die Daten bezüglich der CML im Speziellen sind aktuell noch nicht ausreichend, 

um eine Aussage zur Rolle von CHIP-Mutationen bei deren Pathogenese oder 

Evolution zu treffen (Branford et al. 2019). Dank der zunehmend erweiterten Datenlage 

wird diese Rolle zukünftig zweifelsfrei besser verstanden werden (Schmidt et al. 2014, 

Kim et al. 2017, Branford et al. 2018, Branford et al. 2019) 

In der vorliegenden Untersuchung wurde bei der Mehrzahl der Patienten mit 

Mutationen zum Diagnosezeitpunkt lediglich eine Zusatzmutation gefunden (47/53; 

89%). Auch hier scheint sich die chronische Phase der CML von der Blastenphase und 

anderen myeloischen Erkrankungen zu unterscheiden. Aus der Literatur ist bekannt, 

dass bei Vorliegen einer Blastenphase häufig mehrere Zusatzmutationen 

nachgewiesen werden können (Grossmann et al. 2011, Branford et al. 2018). Gleiches 

gilt für Patienten mit MDS und AML (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 

2013, Haferlach et al. 2014). Die klonale Architektur der chronischen Phase der CML 

scheint somit weniger komplex als die anderer myeloischer Erkrankungen. In fünf der 

hier analysierten Fälle (#36, #66, #171, #177 und #180) lagen zur Erstdiagnose jedoch 

zwei Mutationen vor. Besonders interessant ist der Fall #159, bei dem jeweils eine 

Mutation in drei verschiedenen Genen vorlag. Zum Monat 12 wurde bei diesem 

Patienten mittels Sanger-Sequenzierung eine Y253H BCR::ABL1-Mutation 

nachgewiesen. Es handelt sich um den einzigen Patienten der Kohorte, der eine 

Blastenphase entwickelte. Der Patient starb 21 Monate nach Therapiebeginn. Dies 
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unterstreicht, dass eine höhere Anzahl detektierter Mutationen möglicherweise mit 

einem schlechteren Krankheitsverlauf einhergeht. Angesichts der niedrigen Fallzahlen 

von Patienten mit mehr als einer Zusatzmutation sind weitere Analysen notwendig, um 

zu prüfen, ob das Vorliegen von mehreren Mutationen tatsächlich einen negativen 

Einfluss auf das Therapieansprechen hat. Dies ist beispielsweise bei Patienten mit 

AML oder CMML bereits belegt (Elena et al. 2016, Papaemmanuil et al. 2016). Neben 

einer erhöhten Stichprobengröße könnten insbesondere vollständige Exom- oder 

Genom-Analysen bei weiterführenden Untersuchungen nützliche Erkenntnisse zum 

Einfluss der Mutationsanzahl liefern. 

Zur Identifikation von Mutationen wurde ein NGS-Panel genutzt, welches 54 mit 

myeloischer Leukämie assoziierte Gene enthält. Gene wurden entweder komplett oder 

in relevanten hotspot-Regionen sequenziert. Da nicht alle Exons von ABL1 in dem 

Panel enthalten waren, wurde zusätzlich Sanger-Sequenzierung genutzt, wenn ein 

Patient die Kriterien für ein Therapieversagen erfüllte (Baccarani et al. 2013). Bei der 

Bewertung der gefundenen Mutationen wurde ein Sensitivitätslevel von mindestens 

5% VAF angewandt. Mutationen mit einer geringeren VAF wurden nur berücksichtigt, 

wenn die gleiche Mutation zu einem anderen Zeitpunkt bei den betroffenen Patienten 

detektiert wurde. Für zukünftige Analysen ist die Anwendung von error-corrected NGS 

zur Erhöhung der Sensitivität denkbar, wie auch für die MRD-Diagnostik der AML 

empfohlen (Ghannam et al. 2020, Patkar et al. 2021, Döhner et al. 2022). Im Übrigen 

wurden die von Branford et al. (Branford et al. 2019) publizierten Kriterien zur 

Beurteilung der Pathogenität angewandt, um die Krankheitsrelevanz und –assoziation 

gefundener Variationen sicherzustellen. Eine Kombination von DNA-Analysen mit 

Expressionsanalysen auf RNA- und Proteinebene könnte bei der Identifizierung 

relevanter Veränderungen zusätzlich hilfreich sein und zu einem besseren Verständnis 

molekularer Hintergründe beitragen. Vollständige Exom- oder Genom-Sequenzierung 

könnte darüber hinaus dabei helfen, weitere Mutationen zu detektieren.  

Mit Erweiterung der Datenlage bezüglich Zusatzmutationen zu BCR::ABL1, speziell 

ASXL1-Mutationen, wird sich zeigen, ob sich dadurch die Risikostratifizierung und 

möglicherweise auch die Therapie der CML verbessern lässt.  
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5 Schlussfolgerungen 

Ziel der hier vorliegenden Promotionsarbeit und eingebundenen Publikation war es, 

Zusatzmutationen zur BCR::ABL1-Genfusion hinsichtlich ihrer Prävalenz, Kinetik und 

prognostischen Relevanz bei CML-Patienten zu untersuchen. Die Therapie der 

untersuchten Patienten erfolgte im Rahmen einer multizentrischen klinischen 

prospektiven Studie (TIGER-Studie). Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurde bei etwa 

einem Viertel der Patienten eine Zusatzmutation detektiert. Anhand der Analyse von 

Verlaufsproben konnten drei Kinetik-Muster nachgewiesen werden: Eradikation, 

Neuauftreten, und Persistenz.  

Am häufigsten betroffen war das Gen ASXL1. Patienten mit ASXL1-Mutation wiesen 

im Vergleich mit allen anderen Patienten seltener eine MMR zu Monat 12, 18, und 24 

und somit ein unterlegenes Therapieansprechen auf. Nach Erforschung des zu 

Grunde liegenden Signalwegs, sind darin eingreifende Therapien denkbar, um das 

Ansprechen von Patienten mit ASXL1-Mutationen zu verbessern. Patienten mit 

ASXL1-Mutation wurden außerdem signifikant häufiger als Hochrisiko stratifiziert und 

waren durchschnittlich jünger. Nach weiterer Evaluation könnte der ASXL1-

Mutationsstatus als zusätzlicher prognostischer Marker für neu diagnostizierte CML-

Patienten dienen. 
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