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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Myelodysplastische Syndrome

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind klonale Erkrankungen h&matopoetischer
Stammzellen, welche durch eine ineffektive Hamatopoese mit Zytopenien im peripheren
Blut charakterisiert sind (Janssen et al. 1989, Haase et al. 1997, Aul et al. 1998). Im Kno-
chenmark (KM) findet sich dagegen eine Hyperzellularitdt mit Dysplasiezeichen der drei
Zellreihen, die aus einer kompensatorisch gesteigerten Hamatopoese bei erhohter
Apoptoserate hervorgeht (Raza et al. 1997, Aul et al. 1998). Entsprechend den betroffe-
nen Zellreihnen haben die Patienten unterschiedliche Symptome wie Abgeschlagenheit,
Mudigkeit, Dyspnoe, erhdhte Blutungs- oder Infektneigung (Giagounidis 2013). Der Krank-
heitsverlauf kann sehr unterschiedlich sein und von einer Uber Jahre bestehenden, nicht
therapiebedrftigen Anamie bis hin zu einem raschen Ubergang in eine akute myeloische
Leukdmie (AML) reichen (Germing und Haas 2009). In 30% - 40% der Féalle entsteht im
Verlauf der Erkrankung eine AML (Giagounidis 2013).

1.2 Epidemiologie und Atiologie

Der Altersmedian bei Erstdiagnose der Erkrankung liegt zwischen 57 und 76 Jahren (Neu-
kirchen et al. 2009). MDS kdnnen auch bei jingeren Patienten auftreten. Eine Studie von
Kuendgen et al. (2006) konnte zeigen, dass 9% der Patienten mit MDS junger als 50 Jah-
re sind. Die Inzidenz fir MDS betragt ca. 4 auf 100.000 Einwohner pro Jahr (Neukirchen et
al. 2011). Bei den Uber 70-jahrigen Patienten liegt die Inzidenz bei 20-50 auf 100.000 Ein-
wohner pro Jahr (Aul et al. 1992, Williamson et al. 1994, Germing et al. 2004).

Hinsichtlich ihrer Atiologie werden MDS in priméare (idiopathische) MDS und sekundére,
meist therapieassoziierte MDS (t-MDS) unterteilt. Ursachen fir das Auftreten sekundarer
MDS sind frihere Chemo- und/oder Radiotherapien und Exposition gegeniber Noxen (z.
B. ionisierende Strahlen, Ldosemittel, Haarfarbemittel) (Farrow et al. 1989, Nisse et al.
1995, Aul et al. 1998). Nicht zuletzt kbnnen auch pradisponierende genetische Faktoren
das Auftreten von MDS begunstigen. Dies wird bei Patienten mit einem Fanconi-Syndrom
beobachtet (Aul et al. 1998). Diese Erkrankung geht mit einer erhéhten Mutationsrate bzw.

genetischen Instabilitat einher.
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1.3 Klassifikationen

Die frihere Einteilung der MDS erfolgte zunéchst nach der French-American-British
(FAB)-Klassifikation, die 1982 eingefiihrt wurde (Bennett et al. 1982) und die MDS nach

unterschiedlichen Kriterien in finf Subtypen einteilt (Tabelle 1).

Tabelle 1: FAB-Klassifizierung der Myelodysplastischen Syndrome (Bennett et al. 1982, S. 195 - 197)

FAB-Subtyp peripheres Blut (pB)  Knochenmark weitere Kriterien
Refraktdre Anéamie <1% Blasten <5% Blasten pB: Retikulozytopenie,
(RA) Dyserythropoese

KM: Normo- oder
Hyperzellularitat

Refraktare Anamie mit <1% Blasten <5% Blasten KM: >15%

Ringsideroblasten Ringsideroblasten

(RARS)

Refraktdre Anamie mit <5% Blasten 5-20% Blasten pB: Dysplasiezeichen in

Blasten-Exzess drei Zellreihen

(RAEB) KM: Hyperzellularitét

Chronische <5% Blasten <20% Blasten pB: >1000 Monozyten/ul

E"eyjlgm?enozytare KM: erhdhte Anzahl an
Promonozyten

(CMML) n

RAEB in Transformation >5% Blasten 21-30% Blasten Auerstabchen

(RAEB-T)

Im Verlauf wurden weitere MDS-Subgruppen definiert, die sich hinsichtlich ihrer Uberle-
benswahrscheinlichkeit signifikant unterscheiden. Dies fuhrte zu einer tiefgreifenden Revi-
sion. Nachfolgend wurde eine neue Klassifikation durch die World Health Organization
(WHO) im Jahre 2001 eingefihrt (Bennett 2000, Jaffe et al. 2001). Insgesamt beinhaltet
die WHO-Klassifikation acht Subgruppen. Unterschiede gegentiber der FAB-Klassifikation
sind die Einflhrung der neuen Subgruppe ,5q-Syndrom“ und der ,unklassifizierbaren
MDS*. Alle Patienten mit einem Blastenanteil von >20-29% im Knochenmark, die vorher
der Subgruppe RAEB-T zugeordnet wurden, werden in der aktualisierten WHO-
Klassifikation der AML zugerechnet (Greenberg et al. 1997). Die chronische
myelomonozytare Leukamie (CMML) wird hingegen in eine myeloproliferative und eine
myelodysplastische Form unterteilt (Michaux und Martiat 1993, Neuwirtova et al. 1996). In
der Gruppe der refraktaren Andmien mit Exzess von Blasten (RAEB) werden in die Sub-
gruppen RAEB-I (<10% Knochenmark-Blasten) und RAEB-II (= 10% Knochenmark-

Blasten) unterschieden (Sanz et al. 1989, Greenberg et al. 1997). Die refraktdre Anamie



Einleitung

(RA) und die refraktare Andmie mit Ringsideroblasten (RARS) werden in rein unilineére
Dysplasien (RCUD) und multilineare (RCMD) Dysplasien unterteilt, da sich diese hinsicht-
lich ihrer Prognose signifikant unterscheiden (Gattermann et al. 1990). Die aktuellste
WHO-Klassifikation erschien 2008 mit einigen Neuerungen, die nachfolgend aufgelistet
sind (Brunning et al. 2008).

- Der Begriff der ,refraktaren Anamie“ wurde durch die Bezeichnung ,refraktare
Zytopenie mit unilinearer Dysplasie” ersetzt, um hier auch die Patienten mit nicht-

erythrozytaren Zytopenien und unilineéarer Dysplasie erfassen zu kénnen.

- Die Gruppen der RCMD und RCMD-RS wurden zusammengefihrt und als eigene

Gruppe klassifiziert.

- Die Bezeichnung ,59-Syndrom* wurde durch die neue Bezeichnung ,MDS mit del

(5q)“ ersetzt.
- Die Gruppe der unklassifizierbaren MDS erhielt eine neue Definition.

- Als eine eigenstandige Gruppe wurde ,RARS-T“ innerhalb der myelodysplastisch/
myeloproliferativen Erkrankungen definiert (Vardiman et al. 2008).
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Tabelle 2: WHO-Klassifikation Myelodysplastischer Syndrome (Brunning et al. 2008, S. 89)

MDS-Subtypen

peripheres Blut

Knochenmark

Refraktéare Zytopenie (RCUD)
Unilineare Dysplasie

Uni- oder Bizytopenie®,

keine oder <1%

<5% Blasten, Dysplasien in 210%
der Zellen einer Reihe, <15%

- Refraktéare Anédmie Blasten® Ringsideroblasten

- Refraktare Neutrozytopenie

- Refraktare Thrombozytopenie

Refraktare Anamie mit Anamie, 215% Ringsideroblasten,

Ringsideroblasten (RARS)

0% Blasten

ausschlieB3lich Dyserythropoiese,
<5% Blasten

Refraktare Zytopenie mit
multilineéren Dysplasien (RCMD)

Zytopenie(n),

keine oder <1%
Blasten?,

<1000/ul Monozyten

<5% Blasten, Dysplasien in
210% der Zellen in 2-3 Zellreihen,
* Ringsideroblasten, keine Auer-
stachen

Refraktare Anamie mit
Blastenexzess-I (RAEB-I)

Zytopenie(n), <5%
Blasten?, keine Auer-
stéabchen, <1000/pl
Monozyten

unilineare oder multilineére
Dysplasien, 5-9% Blasten?,
keine Auerstabchen

Refraktare Andmie mit
Blastenexzess-Il (RAEB-II)

Zytopenie(n), <20%
Blasten, <1000/ul
Monozyten, Auerstab-
chen #°

unilinedre oder multilineare Dys-
plasien,
10-19% Blasten, Auerstabchen +°

Unklassifizierte MDS (MDS-U)

Zytopenien,
<1% Blasten?

<5% Blasten

MDS mit isolierter del(5q)

<1% Blasten, Anamie,
Thrombozyten oft ver-
mehrt

meist typische mononukleare
Megakaryozyten, <5% Blasten,
isolierte del(5q) Anomalie, keine
Auerstabchen

! Bei Vorliegen einer Panzytopenie erfolgt die Zuordnung in die Gruppe MDS-U.

2 Bei <5% KM-Blasten und 2-4% Blasten im pB erfolgt die Einteilung in die Gruppe
RAEB-I. Patienten mit 1% Blasten im pB in den Gruppen RCUD und RCMD werden der

Gruppe MDS-U zugeordnet.

% Bei Vorliegen von Auerstabchen, <5% Blasten im pB und <10% Blasten im KM erfolgt
die Einteilung in die Gruppe RAEB-II.
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1.4 Prognostische Risikostratifizierung

Zur Abschatzung der Prognose werden verschiedene Prognose-Scores eingesetzt, die
unterschiedliche Parameter beinhalten. Ein sehr gut etabliertes Scoring-System stellt das
International Prognostic Scoring System (IPSS) dar, welches durch die Anzahl der
Zytopenien, den Blastenanteil im Knochenmark und die zytogenetischen Merkmale vier
relevante prognostische Risikogruppen generiert. Diese haben sich zur Beurteilung der
Prognose bewéhrt und sind zur Risikostratifizierung geeignet (Greenberg et al. 1997). Eine
Uberarbeitete Version des IPSS stellt das IPSS-R (Revised International Prognostic
Scoring System) dar (Greenberg et al. 2012) (Tabelle 3). Auch hier sind die Anzahl der
Zytopenien, der Blastenanteil im Knochenmark und zytogenetische Merkmale die prognos-
tisch relevanten Parameter. Neuerungen zeigen sich in den Definitionen der
zytogenetischen Risikogruppen, die nun aus funf statt der bisher drei zytogenetischen Ri-
sikogruppen bestehen (Schanz et al. 2012). Daneben wurden neue Grenzwerte flr den
Knochenmark-Blastenanteil und die Zytopenien festgelegt, wobei hier erstmals auch das
Ausmald der Zytopenien bericksichtigt wurde. Insgesamt werden im IPSS-R flnf klinisch
relevante Risikogruppen unterschieden. Ein weiteres Scoring-System stellt das WHO-
adaptierte Prognostic Scoring System (WPSS) dar (Tabelle 4). In diesem werden auch die
Transfusionsabhangigkeit und die WHO-Subtypen als weitere Prognoseparameter zur Zu-
ordnung der MDS-Patienten in die verschiedenen Risikogruppen bericksichtigt (Malcovati
et al. 2007, Malcovati et al. 2011).

Tabelle 3: Revision des International Prognostic Scoring System (IPSS-R) (Greenberg et al. 2012, S.
2458)

Score 0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0
Zytogenetische Risi- sehr - gut - intermediar unglnstig  sehr un-
kogruppe gut glnstig
Knochenmark-Blasten <2 - >2-<5 - 5-10 >10 -
(%)

Hamoglobin g/dl 210 - 8-<10 <8 - - -

Thrombozyten (x10%/1) >100 50 - <100 <50 - - - -

ANC (x10°/1) (absolute 20,8 <0,8 - - - - -
Neutrophilenzahl)

Einteilung der Patienten in fUnf Risikogruppen nach den ermittelten Scoringpunkten: “very low risk”: £1,5; “low risk”: >1,5-
3; “intermediate risk”: >3-4,5; “high risk”: >4,5-6; “very high risk”: >6.
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Tabelle 4: WHO-adaptiertes Prognostic Scoring System (WPSS) (Malcovati et al. 2011, S. 1437)

Score 0 1 2 3
WHO-Typ RCUD/RARS/ RCMD RAEB-I RAEB-II
MDS mit isolierter
del(5q)
zytogenetische gut intermediar unguinstig
Risikogruppe*
Transfusion** nein Ja

* Niedrig-Risiko: normaler Karyotyp,5g-,20g-,-Y; Hoch-Risiko: komplexer Karyotyp, Chromosom 7-Anomalien; Intermedi-
ares Risiko: alle anderen Aberrationen
** Transfusionsbedarf: Manner Hb< 9g/dI, Frauen Hb< 8g/dI

1.5 Therapieansatze bei MDS

Abhangig vom Risikoprofil des Patienten, welches Uber die beschriebenen Scoring-
Systeme erfasst wird, ist eine an die Prognose adaptierte Therapie mdglich und aufgrund
der sehr heterogenen Krankheitsverlaufe der MDS auch erforderlich.

Niedrig-Risiko-Patienten: Fur die Niedrig-Risiko-Subgruppen stehen Therapiemdglichkei-

ten im Rahmen einer supportiven Therapie zur Verfigung. Hierbei ist die symptomatische
Behandlung der Zytopenien mit Erythrozytenkonzentraten und/oder
Thrombozytenkonzentraten im Vordergrund. Eine Eisenchelattherapie wird zusétzlich bei
polytransfundierten eiseniiberladenen Patienten angewendet, um Folgeschaden durch
vermehrte Eisenablagerung zu vermeiden. Ein weiteres supportives Vorgehen, insbeson-
dere bei ausgepragten Zytopenien, stellt die Gabe von Wachstumsfaktoren wie EPO
(Erythropoietin) oder G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) sowie die Gabe
von Antibiotika und/oder Antimykotika zur Vorbeugung von Infektionen dar (Germing et al.
2013, Hofmann et al. 2013, Malcovati et al. 2013). Patienten mit einer isolierten 5g-minus-
Anomalie der Niedrig- und Intermediar-1-Risikogruppe nach IPSS mit transfusionspflichti-
ger Anamie kénnen mit dem immunomodulierenden Medikament Lenalidomid behandelt
werden (Germing et al. 2013). Das Ansprechen betréagt fur Patienten mit del(5q) 67% (List
et al. 2006).

Hoch-Risiko-Patienten: Bei nach Alter und biologischen Faktoren geeigneten Patienten mit

einem intermedidren-1l oder hohem Risiko nach IPSS ohne bedeutende Begleiterkrankun-
gen kommt die allogene Stammzelltransplantation in Frage. Sie stellt bisher die einzig ku-
rative Therapie dar (Platzbecker et al. 2012). MDS-Patienten, die nicht firr eine allogene
Transplantation geeignet sind, koénnen mit demethylierenden Substanzen wie 5-

Azazytidine oder Decitabine behandelt werden. Bei Hoch-Risiko-Patienten mit glinstigem
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Karyotyp kann eine Induktionschemotherapie eingesetzt werden (Germing et al. 2013,
Hofmann et al. 2013, Malcovati et al. 2013). Hierbei handelt es sich um eine
Polychemotherapie, die der Therapie der AML entspricht. Die Rate an dauerhaften Remis-
sionen ist unter anderem abhangig vom initialen Karyotyp, Geschlecht und LDH
(Laktatdehydrogenase)-Serumspiegel (Giagounidis 2013), aber meist niedrig. Zurzeit wer-

den weitere Substanzen in klinischen Studien hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gepruft.

1.6 Zytogenetik und zytogenetische Evolution

MDS weisen in etwa 50% der Falle klonale zytogenetische Aberrationen auf (Toyama et
al. 1993, Solé et al. 2005, Haase et al. 2007, Haase 2008). Die Zytogenetik ist ein wichti-
ger und in vielen Studien gut validierter Prognoseparameter (Greenberg et al. 1997,
Germing et al. 2005, Solé et al. 2005, Haase et al. 2007, Schanz et al. 2012). In den letz-
ten Jahren wurden die Patientenkollektive, in denen zytogenetische Aberrationen unter-
sucht wurden, zunehmend groRer. In der aktuellsten Studie wurden von Schanz et al.
(2012) die Daten von uber 2900 Patienten ausgewertet. MDS sind unter anderem durch
die Vielzahl der zytogenetischen Aberrationen charakterisiert. Hierbei stehen
unbalancierte Anomalien (haufig Deletionen und Monosomien, weniger haufig Trisomien)
im Vordergrund (Haase 2008).

Die haufigste Aberration ist eine Deletion im langen Arm des Chromosoms 5 (5g-). Diese
ist bei ca. 30% der Patienten nachweisbar (Greenberg et al. 1997, Haase et al. 2007,
Haase 2008). Die zweithaufigste Aberration stellt mit ca. 25% der Falle die Monosomie 7
dar und weitere haufige Chromosomenanomalien sind die Trisomie 8, die partielle oder
totale Monosomie 20 (-20/20qg-), der Verlust des Y-Chromosoms sowie die Trisomie 21
(White et al. 1994, Solé et al. 2000, Haase et al. 2007, Haase 2008). Die Chromosomen-
anomalien kdnnen isoliert oder innerhalb von komplexen Aberrationen (= 3 Aberrationen)
vorkommen, die fur die Prognose des betroffenen Patienten eine wichtige Rolle spielt.
Komplexe Chromosomenanomalien machen 15% der Félle aus. Nur von den aberranten
Fallen ausgehend, liegt der Anteil der komplexen Anomalien bei ca. 30% und das Auftre-
ten einer klonalen Evolution steht im engen Zusammenhang mit komplexen Anomalien
(Greenberg et al. 1997, Solé et al. 2005, Haase et al. 2007, Haase 2008). Als klonale Evo-
lution wird laut der ISCN-Nomenklatur (International System for Human Cytogenetic
Nomenclature) der Nachweis von zuséatzlichen Chromosomenanomalien bei bereits vor-
handener primarer Aberration eines Zellklons definiert (Shaffer et al. 2013). Die klonale

Evolution kann durch sequentielle Chromosomenanalysen diagnostiziert werden. Zuséatz-
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lich kann die Karyotypevolution auch in Metaphasen, die die Evolutionsschritte zu ein und
demselben Zeitpunkt aufzeigen, in einer einzigen zytogenetischen Untersuchung erfasst
werden (Schanz 2003, Haase 2005, Haase 2008). In der folgenden Abbildung 1 wird dies

schematisch dargestellt:

URSPRUNGSZELLE

1.EVOLUTIONSSCHRITT K \KEINE EVOLUTION

2. EVOLUTIONSSCHRITT \ / KEINE EVOLUTION

48,XX,+8,
+21

UNTERSUCHUNGSBEFUND

Abbildung 1: Exemplarische Darstellung einer klonalen Evolution (Schanz 2003, S. 20. Mit freundli-
cher Genehmigung des Autors)

Die Inzidenz fur eine klonale Evolution wird in der Literatur mit 11,9% bis zu 39,0% ange-
geben (Horiike et al. 1988, White et al. 1994, Tien et al. 1995, Lai et al. 2004, Bernasconi
et al. 2010, Wang et al. 2010). Haufig wird aul3er Acht gelassen, dass das Krankheitsbild
der MDS hinsichtlich der Genetik eine fortschreitende Erkrankung darstellt und in den bis-
her publizierten Studien wird der Karyotyp oft nur zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bertck-
sichtigt (Haase et al. 2011). 1985 wurde von Tricot et al. eine Studie publiziert, die sich mit
MDS-Evolution befasst. In dieser beschreibt der Autor verschiedene Evolutionsmuster und
die damit assoziierten unterschiedlichen klinischen Verlaufe der MDS. Dabei bezieht sich

das Tricot-Modell im Wesentlichen auf den Blastenanteil (Abbildung 2).
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Blastenanteil

D: schndler Obergang in eine AML, vermutich

bereits initial komplexer Karyotyp B: zund chst langsame Blastenzunahme,
A dann schndler Ubergang in eine AML,
vermutlich durdh Hinzukommen von zusatzlichen
Aberrationen

C: kontinuierlicher Blastenansteq,
vermutich bereits initzal aberranter

A: nur ganz almahliche Aunahme der Blasten,
vermutlich normaler Karyotyp
—

Zeit (1)

Abbildung 2: Muster der MDS-Evolution (Tricot et al. 1985, S. 668. Mit freundlicher Genehmigung des
Autors)

MDS-Patienten mit stabilem Klon und geringer Proliferationskapazitat (minimaler oder kein
Anstieg der Blasten im Knochenmark) werden dem Typ A zugeordnet. Zum Zeitpunkt der
Diagnose hat die Mehrheit dieser Patienten vermutlich einen normalen Karyotyp. Zum Typ
B werden MDS-Patienten mit initial geringem Blastenanstieg gezahlt, welche im Verlauf
aber einen raschen Ubergang in eine AML zeigen. Vermutlich weist ein Grofteil dieser
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Aberrationen auf. Mit hinzukommenden
oder neuen Aberrationen fihrt dieses Ereignis dann wahrscheinlich zum raschen und ab-
rupten Ubergang in eine AML. Im Typ C werden Patienten mit einem kontinuierlichen
Blastenanstieg zusammengefasst, die letztlich eine AML, vermutlich ohne das Auftreten
zusatzlicher Aberrationen, entwickeln. Der klinische Verlauf der vierten Gruppe (Typ D)
zeigt ein deutlich verkirztes Progressionsintervall mit raschem Blastenansteig. Diese Pati-
enten haben vermutlich bei Erkrankungsbeginn bereits einen komplex aberranten

Karyotyp.

In den folgenden Jahren wurden einige weitere Studien zu sequentiellen zytogenetischen
Untersuchungen in kleineren Patientenkollektiven (n=30 bis 150) zum Thema
Karyotypevolution veréffentlicht, die in allen Studien mit einem unginstigeren Krankheits-
verlauf verbunden war (Horiike et al. 1988, Geddes et al. 1990, White et al.1994, Bernas-
coni et al. 2010, Wang et al. 2010). Die bisher grof3te Studie von Haferlach et al. zu
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diesem Thema konnte zusétzlich zeigen, dass die Karyotypevolution mit einer Progression

des Karyotyps und einem ungtinstigeren IPSS-Risiko assoziiert ist (Haferlach et al. 2011).

1.7 Pathogenese der klonalen Evolution

Ein moglicher Erklarungsversuch fur die Entstehung der klonalen Evolution ist das Modell
der Mehrschritt-Pathogenese auf der Stammzellebene (Raskind et al. 1984, Cermak et al.
2005, Haase 2005, Haase et al. 2011). Es kommt zur Aktivierung von Onkogenen und
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen mit Dysregulation der Zellproliferation und der
Apoptose (Parker et al. 2001, Nolte und Hofmann 2009, Janka-Schaub und Haase 2009).
Hieraus resultieren Chromosomeninstabilitaten, die im Verlauf der Erkrankung zu nach-
weisbaren klonalen Chromosomenaberrationen fliihren (Haase et al. 1992, Haase 2005).
Das sequentielle Auftreten von Aberrationen und die Akkumulation dieser Veréanderungen
fuhren dann zu einer nachweisbaren klonalen Evolution (Haase 2005). Neben dieser The-
orie der Akkumulierung von Chromosomenaberrationen, gibt es das Konzept der
~,Chromothripsis® (Stephens et al. 2011). Dieser Theorie liegt zugrunde, dass ein einziges
Ereignis, welches als ,zellulare Krise“ beschrieben wird, zu multiplen Chromosomenumla-
gerungen fuhrt. Dieses Phanomen lieR keine Rickschlisse auf einen graduellen Prozess

zu und wird bei 2-3% aller Tumoren sowie in 25% aller Knochentumoren vermutet.

1.8 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, fundierte Kenntnisse Uber die bei MDS auftretenden
zytogenetischen Evolutionsverlaufe zu erhalten. Die Auswertung sowohl der klinischen als
auch zytogenetischen Daten eines Kollektivs von 729 Patienten, hiervon 225 Patienten mit
Verlaufsdaten, soll zur Klarung der prognostischen Relevanz der Karyotypevolution beitra-
gen. Es liegen nur wenige Studien vor, die MDS als eine fortschreitende Krankheit erfas-
sen und die Patienten im Verlauf beobachten. In der hier vorliegenden Arbeit sollen

folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Wie haufig kommen klonale Evolutionen bereits bei Erstuntersuchung in dem hier
untersuchten Patientenkollektiv vor und wie haufig treten sie innerhalb von sequen-

tiellen Untersuchungen auf?

2. Bestehen Unterschiede bezuglich der klinischen Verlaufe zwischen Patienten mit

klonaler Evolution und solchen ohne klonale Evolution?

10
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3. Gibt es Korrelationen zwischen der klonalen Evolution und allgemeinen
zytogenetischen Veradnderungen, wie dem Auftreten von komplexen Aberrationen,
dem Verteilungstyp, der Anzahl der Aberrationen pro Fall und sind diese Korrelatio-

nen von prognostischer Bedeutung?

4. Bestehen prognostische Unterschiede innerhalb der klonalen Evolution abhangig

vom zeitlichen Auftreten?

5. Bestehen definierbare klonale Evolutionsmuster und sind diese von prognostischer

Relevanz?

6. Gibt es Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit und der prognostischen Bedeutung

bestimmter Aberrationen innerhalb der klonalen Evolution?

2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung

Der vorliegenden Arbeit liegt eine retrospektive Analyse zugrunde, die sich auf insgesamt
729 Patientinnen und Patienten mit nachgewiesenem MDS oder sekundéarer AML nach
MDS aus dem Zeitraum 1982 bis 2009 bezieht. Im Rahmen der Diagnostik wurden bei
diesen Patienten zytogenetische Analysen aus Knochenmarkproben durchgefiihrt. Zusatz-
lich wurden laborchemisch relevante Parameter erhoben. Die Aufarbeitung und die Analy-
se der Proben wurden unter der Leitung von Prof. Dr. med. D. Haase in den
zytogenetischen Laboren des Universitatsklinikums Libeck bis 1992 und ab 1992 an der
Universitadtsmedizin Gottingen durchgefihrt.

Die Auswertung der Daten flr die Studie erfolgte anonymisiert. Diese wurden in einer Ex-
cel-Datenbank (Microsoft Office Excel 2007) erfasst. Die Datenbank wurde von Frau PD
Dr. med. J. Schanz mit Daten bis 2003 zur Verfigung gestellt. Diese wurde erganzt und
fortgefuhrt. Die Richtlinien des Datenschutzes sowie der Schweigepflicht wurden eingehal-
ten. Neben den Basisdaten von Patienten (Alter, Geschlecht) wurden zytogenetische Be-
funde (Aberrationen pro Fall, komplexe und nicht-komplexe Aberrationen, Verteilungstyp
und Klongroéfie) erfasst. Zudem wurden Laborparameter (Blutbild, Blastenanteil KM/pB),
Uberlebensdaten und Therapien dokumentiert. Anhand der zytogenetischen Primardaten

und den Verlaufsdaten wurden theoretische klonale Evolutionsmuster generiert. Es wur-

11



Material und Methoden

den keine zusatzlichen Untersuchungen an den Patienten durchgefiihrt oder Patienten

kontaktiert.

Untersucht wurden 429 mannliche Patienten (58,8%) und 300 weibliche Patienten (41,2%)
mit einem Altersmedian von 65,6 Jahren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Der Grol3teil der
in der Studie erfassten Patienten (n=663, 90,9%) hatte ein primares (idiopathisches) MDS.
66 Patienten (9,1%) wiesen ein sekundares MDS auf. Daten zur Therapie lagen fur 472
Patienten (64,7%) vor. Bei 257 Patienten (35,3%) wurde keine Therapie erfasst. Es wur-
den 1208 zytogenetische Untersuchungen mit 1 bis maximal 194 Metaphasen (Median 25
Metaphasen) durchgefiihrt. In 225 Fallen wurden zwischen zwei und zehn Folgeuntersu-
chungen erfasst, wobei bei 76 Patienten bereits bei Erstdiagnose eine klonale Evolution
nachgewiesen werden konnte und bei 18 Patienten diese erst im Krankheitsverlauf identi-
fiziert wurde. In Abbildung 3 ist die Haufigkeitsverteilung der MDS-Subgruppen gemalf der
FAB-Klassifikation im Gesamtkollektiv der in der Studie erfassten Patienten bei Erstdiag-
nose dargestellt. Zusatzlich wurde eine Gruppe von Patienten erfasst, bei denen im Rah-
men ihrer myelodysplastischen Erkrankung eine akute Leukamie (sekundare Leuk&mie)
diagnostiziert wurde. Eine Einteilung nach der WHO-Klassifikation war fur die Patienten

mit alteren Untersuchungszeitpunkten nicht mdglich, da diese Klassifikation erst 2001 ein-

gefuhrt wurde.
250
212:29,1%
200
S 150
£ 125;17,1% 127;17,4
—
a0
g 100 75:10,3%
I H ;270
66;9,1% 63;8,6% 61;8,3%
) I I I [
0 T T T T T T
*RA RARS RAEB RAEB-T MDS-AL  CMML keine Klass.

Abbildung 3: Haufigkeitsverteilung der MDS-Subgruppen gemaR der FAB-Klassifikation im Gesamt-
kollektiv bei Erstdiagnose

*RA= Refraktare Andmie; RARS= Refraktédre Andmie mit Ringsideroblasten; RAEB= Refraktdre Andmie mit Exzess von
Blasten; RAEB-T= Refraktare Anamie mit Exzess von Blasten in Transformation; MDS-AL= Akute Leukamie nach
Myelodysplastischem Syndrom; CMML= Chronische Myelomonozytéare Leukédmie
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2.2 Definition zytogenetischer Befunde

Nach internationaler Einkunft wird der Karyotyp gemafl ISCN erfasst und beschrieben.
Eine aktuelle Version wurde 2013 veroffentlicht (Shaffer et al. 2013). Somit ist eine einheit-

liche Dokumentation des Karyoptyps gewahrleistet.

» Klonale Chromosomenaberrationen: Nachweis von Strukturanomalien oder Vor-
kommen gleicher Chromosomen in wenigstens zwei Metaphasen oder der Verlust
von Chromosomen in mindestens drei Metaphasen.

» Komplexe Aberration: Nachweis von mindestens drei Chromosomenaberrationen.

> Klonale Evolution: Nachweis von zusatzlichen Chromosomenanomalien bei be-
reits vorhandener primarer Aberration eines Zellklons.

Eine klonale Evolution kann bereits bei Erstdiagnose oder im Erkrankungsverlauf
nachgewiesen werden, abhangig davon, ob zusatzliche Chromosomenaberrationen
gleichzeitig mit der Ursprungszelle oder unabhéngig von dieser im Krankheitspro-
gress vorkommen (Schanz 2003, Haase 2005, Haase 2008). Entsprechend erfolgte
im Rahmen dieser Studie eine Unterteilung der Patienten mit Nachweis einer

klonalen Evolution in zwei Gruppen.

Gruppe 1: klonale Evolution bei Erstdiagnose

Gruppe 2: klonale Evolution im Verlauf der Erkrankung

2.2.1 Verteilungstyp und Klongrolie

Der semiquanitative Anteil aberranter Metaphasen wird durch den Verteilungstyps (VT)
angegeben (Schanz 2003, Haase 2005). Gemal3 der Publikation von Bloomfield et al.
(1984) erfolgte eine Unterteilung in die unten aufgefihrten Gruppen:

NN-Karyotyp (2 Klongréf3e 0%): Ausschliel3lich normale Metaphasen
NA-Karyotyp (£ Klongro3e 1 - 99%): Normale und aberrante Metaphasen im Mosaik
AA-Karyotyp (£ Klongrol3e 100%): Ausschlie3lich aberrante Metaphasen

Eine genauere Beurteilung Gber den Anteil aberranter Metaphasen erfolgt Gber die Be-
stimmung der Klongrdl3e (Shaffer et al. 2013). Hierdurch ist eine quantitative Angabe mdg-
lich. Folgende Gruppeneinteilung fur spatere Auswertungen wurde vorgenommen (Schanz
2003):

13
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Gruppe 1: Klongrof3e 1 - 20%

Gruppe 2: Klongro3e 21 - 50%
Gruppe 3: KlongroR3e 51 - 80%
Gruppe 4: KlongroR3e 81 - 99%

Gruppe 5: KlongroRe 100%

2.2.2 Aberrationen pro Fall

Durch die Berechnung der Aberrationen pro Fall (A/Fall) ist die Erfassung der Anzahl von
Chromosomenanomalien pro Fall exakt darstellbar. Die Methode wurde 1986 von Heim
und Mitelman publiziert. Generell wurde der maximal komplexeste Klon zur Berechnung

der Aberrationen pro Fall herangezogen.

2.2.3 Theoretische klonale Evolutionsmuster

Angelehnt an die publizierte Studie von Tricot et al. (1985) erfolgte eine erweiterte, modifi-
zierte Kategorisierung verschiedener klonaler Evolutionsmuster durch die Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. med. D. Haase (Laborleitung Diagnostiklabore der Klinik fur Hamatolo-
gie und Medizinische Onkologie, UMG) und damit auch eine Einteilung in unterschiedliche
klinische Verlaufe der MDS. Im Rahmen dieser Arbeit wurden funf relevante Hauptgrup-
pen mit jeweils mehreren Untergruppen gebildet. Die Zuordnung in die Gruppe ,Geneti-
sche Progression“ erfolgte beim Nachweis des Auftretens einer Aberration bei initial
normalem Karyotyp. Patienten mit zusatzlich auftretenden Anomalien bei primar
aberrantem Karyotyp wurden ebenfalls dieser Gruppe zugeordnet. Die GroRenzunahme
des Klons um >20% oder der Ubergang in einen komplett aberranten Klon bei initialem
Mosaik-Karyotyp (Steidl et al. 2005) wurden ebenfalls in der Kategorie ,Genetische Pro-
gression“ erfasst. Patienten mit unveréandert normalem oder aberrantem Karyotyp wurden
in der Gruppe ,Genetische Stabilitat® subsummiert. Patienten, die im Verlauf ihrer Erkran-
kung intermittierend einen normalen Karyotyp aufwiesen, wurden ebenfalls als genetisch
stabil angesehen. In der Kategorie ,Genetische Regression® wurden Patienten mit primar
aberrantem Karyotyp, bei denen im Krankheitsverlauf eine relevante Verkleinerung des
Klons (>20%) oder ein normaler Karyotyp nachgewiesen werden konnte, zusammenge-
fasst. Die Zuordnung der Patienten in die Kategorie ,Priméare Karyotypevolution® erfolgte
bei Nachweis von zusatzlich verdnderten Metaphasen bei Erstdiagnose, die sich auf eine

veranderte Ursprungszelle zurtickfihren liel3en und mit dieser simultan auftraten (Schanz
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2003, Haase 2005, Haase 2008). Wechselnde transiente Klone sowie wechselnde
KlongroRen wurden der Kategorie ,Undulierenden Verlauf® zugeordnet. Die unten aufge-
fiihrte Liste zeigt einen Uberblick der beschriebenen Gruppen.

A Genetische Progression:

primar normal, im Verlauf aberrant N>A
primar Mosaik, im Verlauf komplett aberrant NA > AA
primar aberrant, Klon wird gré3er (>20%) aN > An
primar aberrant, im Verlauf Zusatzanomalie A> A+B

B Genetische Stabilitat:

unverandert normal N >N
unverandert aberrant A>A
primar aberrant zwischendurch normaler Karyotyp A>N>A

C Genetische Regression:

primar aberrant, im Verlauf normal A>N
primar aberrant, Klon wird kleiner (<20%) An > aN
D Primare Karyotypevolution A/A+B/A+C

E Undulierend

wechselnde transiente Klone A>B>C
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2.3 Klinische Daten

Die klinischen Daten wurden sowohl bei der Erstdiagnose als auch im Verlauf zum Zeit-

punkt der zytogenetischen Untersuchungen erfasst.

» Hamoglobin

Der Hamoglobinwert (Hb) wurde in g/dl angegeben. Fur spatere Analysen erfolgte ana-

log dem IPSS die Einteilung in folgende Gruppen (Greenberg et al. 1997):

Gruppe 0: Hb = 10g/dl
Gruppe 1: Hb < 10g/dl
» Leukozyten

Die Anzahl der Leukozten im peripheren Blut wurde in *103/ul angegeben und in fol-

genden zwei Gruppen unterschieden:

Gruppe 0: Leukozyten = 1,8 *103/ul
Gruppe 1: Leukozyten < 1,8 *103/pl
> Neutrophile

Die neutrophilen Granulozyten wurden als prozentualer Anteil der Leukozyten erfasst.
Mit Hilfe der Leukozytenzahl wurde dann der Absolutwert (ANC) der neutrophilen
Granulozyten berechnet. Die Angabe erfolgte in *103/ul. Eine Aufteilung fur nachfol-

gende Auswertungen war nicht erforderlich.

» Thrombozyten

Die Anzahl der Thrombozyten wurde in *103/ul erfasst und nach der Héhe der Werte in

zwei Gruppen aufgeteilt (Greenberg et al. 1997):

Gruppe 0: Thrombozyten = 100*103/ul
Gruppe 1: Thrombozyten < 100*103/pl
» Blasten im Knochenmark

Die Blasten im Knochenmark wurden ebenfalls in Prozent (%) erfasst und die Eintei-
lung in Gruppen erfolgte anhand der Hohe des Blastenanteils entsprechend der Publi-

kation von Schanz et al. (2011) mit einer zuséatzlichen Gruppe (Gruppe 5):
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Gruppe 1: <5%
Gruppe 2: 5-10%
Gruppe 3: 11 - 20%
Gruppe 4: 21 - 30%
Gruppe 5: > 30%

2.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte computergesttitzt mit dem Statistikprogramm SPSS
Version 20 (IBM Corp. IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk, New York).

Zur Schatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde die von Kaplan und Meier (1958)
beschriebene Methode angewendet und zur Signifikanzberechnung fir die Gruppenver-
gleiche wurde der Log-Rank-Test (Peto et al. 1977) verwendet. Sowohl Patienten, die am
Ende des Beobachtungszeitraumes noch lebten, als auch Patienten mit ,lost to follow up®,

wurden zensiert.

Unterschiede zwischen qualitativen Variablen wurden mittels des Chi-Quadrat-Tests nach

Pearson Uberprift.

Bei nicht normalverteilten Stichproben wurden zur Signifikanzberechnung nichtparametri-
sche Tests angewendet. Bei unabhangigen Stichproben erfolgte die Berechnung mit dem
Mann-Whitney-U-Test (M-W-U-Test). Bei gepaarten Stichproben wurde der Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test (Wilcoxon-Test) angewandet.

Zur Berechnung von multivariaten Analysen wurde das ,proportional-hazard-

Regressionsmodell“ verwendet (Cox 1972).

Als gangige Grenzen wurden die Unterschiede bei p-Werten <0,05 als signifikant und Un-

terschiede bei p-Werten von <0,01 als hochsignifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Die klonale Evolution

3.1.1 Haufigkeit in der Gesamtgruppe

Innerhalb der Gesamtgruppe trat die klonale Evolution mit einer Haufigkeit von 12,9%
(n=94) auf. Betrachtete man aber nur die aberranten Félle, lag der Anteil der klonalen Evo-
lution bei 25,8%. In den folgenden Abschnitten wird die klonale Evolution in den einzelnen

Subgruppen dargestellt.

3.1.1.1 Geschlecht

Bei 16% (n=48) aller zytogenetisch untersuchten Frauen und 10,7% (n=46) aller Manner
wurde eine klonale Evolution nachgewiesen (p=0,037). Somit trat bei den Frauen des Pa-
tientenkollektivs eine klonale Evolution signifikant haufiger auf als bei den Mannern (Abbil-

dung 4).
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Abbildung 4: Klonale Evolution nach Geschlecht

3.1.1.2 Altersgruppe

Hinsichtlich des Auftretens einer klonalen Evolution in den definierten Altersgruppen (AGL1:
< 16 Jahre; AG2: 16 — 60 Jahre; AG3: > 60 Jahre, Schanz 2003, Haase 2005) konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Allerdings zeigte sich, dass die Hau-
figkeit der klonalen Evolution mit steigendem Alter zunimmt (Schanz 2003) (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Haufigkeit klonaler Evolution in den Altersgruppen

Evolution (n) Evolution (%) p-Wert

AG1 (< 16 Jahre) 2 7,1
AG2 (16-60 Jahre) 27 12,0 0,417
AG3 (> 60 Jahre) 64 13,8

3.1.1.3 Atiologie

Bei 12,7% (n=84) der Patienten mit primarem MDS und 15,2% (n=10) der Patienten mit
sekundarem MDS konnte das Auftreten einer klonalen Evolution gefunden werden. Mit
einem p-Wert von 0,566 konnte kein signifikanter Unterschied im Auftreten der klonalen
Evolution zwischen diesen Gruppen festgestellt werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Haufigkeit klonaler Evolution abh&ngig von der Atiologie

3.2 Klinische Daten

3.2.1 Gesamtgruppe zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Die Darstellung der hamatologischen Parameter und des Blastenanteils erfolgte fur Pati-
enten mit und ohne klonale Evolution sowie fir das Gesamtkollektiv. Von 729 Patienten im
Gesamtkollektiv konnte in 538 Féllen der Blastenanteil im Knochenmark (KM) eruiert wer-
den. Hiervon waren 72 Patienten der Gruppe mit klonaler Evolution und 466 Patienten der
Gruppe ohne klonale Evolution. In 191 Fallen konnten keine Daten erfasst werden. Eben-
falls konnten die Daten fUr die hamatologischen Parameter Hamoglobin, Leukozyten, ab-
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solute Neutrophilenzahl (ANC) sowie Thrombozyten nicht vollstandig erhoben werden. Die
gultige Anzahl an Patienten, bei denen eine Auswertung durchgefiihrt werden konnte, ist
in der Tabelle 6 im Detail dargestellt.

Tabelle 6: Klinische Daten der Gesamtgruppe bei Erstdiagnose

Patienten mit KE Patienten ohne KE p-Werte Gesamtkollektiv
Anteil (n) % Anteil (n) % Chi? Anteil (n) %
Blastenanteil KM
<5 32 44,4 253 54,3 285 53,0
5-10 12 16,7 73 15,7 85 15,8
11-20 10 13,9 47 10,1 0,589 57 10,6
21-30 5 6,9 27 5,8 32 5,9
> 30 13 8,1 66 14,2 79 14,7
Gultige n 72 466 538
Fehlende n 191
Blutbild M-W-U-Test
Hamoglobin (g/dl)
Median 9,4 9,7 9,6
Spannweite 5,2-12,9 4,7-16,4 0,290 4,7-16,4
Gultige n 54 341 395
Leukozyten (x103/ul)
Median 3,7 3,6 3,7
Spannweite 1,27-170 0,5-138,1 0,700 0,5-170
Gultige n 56 354 410
ANC (x103/ul)
Median 0,6 1,7 15
Spannweite 0-6,4 0,2-20,6 0,221 0-20,6
Glltige n 7 70 77
Thrombozyten (x103/ul)
Median 69,0 96,0 89,5
Spannweite 11-521 0-966 0,133 0-966
Gultige n 55 343 398

Im Vergleich beider Gruppen (Patienten mit vs. ohne klonale Evolution (KE)) zeigte sich,
dass die Neutrophilen- und Thrombozytenwerte im Median bei Patienten mit klonaler Evo-
lution deutlich niedriger waren. Ein signifikantes Niveau konnte jedoch nicht erreicht wer-
den. Hinsichtlich der Ubrigen klinischen Parameter konnten ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden (Tabelle 6).

3.2.2 Vergleich der klinischen Daten

3.2.2.1 Patienten ohne klonale Evolution mit Verlaufsdaten

In 186 Fallen konnten bei Patienten ohne Nachweis einer klonalen Evolution
zytogenetische Verlaufsdaten erhoben werden. In Tabelle 7 sind die klinischen Daten die-
ser Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und am Ende der Beobachtungszeit aufge-
fuhrt, wobei die klinischen Daten nicht immer lliickenlos erfasst werden konnten. Die Daten

zum Blastenanteil im Knochenmark (KM) wurden in 164 Féllen bei Erstdiagnose und in
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121 Fallen am Ende der Beobachtungszeit dokumentiert. Ebenfalls konnten die Parameter
fur die Ubrigen klinischen Daten (Ha&moglobin, Leukozyten, absolute Neutrophilenzahl
(ANC) sowie Thrombozyten) nicht vollstandig erhoben werden. Die Anzahl der hier aus-
gewerteten Patienten ist in Tabelle 7 im Detail dargestellt. Die mediane Beobachtungszeit

betrug 13,9 Monate mit einem Minimum von 0,2 und einem Maximum von 117,6 Monaten.

Der Vergleich der klinischen Daten zeigte einen signifikanten Anstieg der
Neutrophilenwerte zum Ende der Beobachtung (p<0,01). Die Thrombozytenwerte waren
zum Ende der Beobachtung mit einem Median von 77,1x103/ul signifikant niedriger als
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (p=0,015). Hinsichtlich der tbrigen klinischen Parameter
fanden sich keine signifikanten Differenzen im Vergleich zu den Ausgangswerten. Sowohl
der Blastenanteil im Knochenmark als auch der Hamoglobinwert und die Leukozytenzahl

lagen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und am Ende der Beobachtung nahe beieinander.

Tabelle 7: Klinische Daten der Patienten ohne klonale Evolution mit Verlaufsdaten

Patienten ohne KE Patienten ohne KE p-Werte
Erstdiagnose Ende Beobachtung
Anteil (n) % Anteil (n) % Chi2
Blastenanteil KM
<5 93 56,7 63 52,1
5-10 30 18,3 16 13,2
11-20 24 14,6 17 14,0 0,170
21-30 5 3,0 7 5,8
> 30 12 7,3 18 14,9
Gultige n 164 121
Fehlende n 22 65
Blutbild Wilcoxon-Test
Hamoglobin (g/dl)
Median 9,8 9,4
Spannweite 4,7-16,4 7,3-15,8 0,267
Gultige n 168 109
Leukozyten (x103/ul)
Median 31 3,2
Spannweite 0,5-138,1 0-232 0,513
Gultige n 170 110
ANC (x103/ul)
Median 1,2 2,5
Spannweite 0,2-14,6 0,4-41,0 <0,01
Gultige n 21 25
Thrombozyten (x103/ul)
Median 92,0 77,1
Spannweite 0-806 1,0-612 0,015
Gultige n 168 107
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3.2.2.2 Patienten mit klonaler Evolution

Dargestellt sind die klinischen Daten der Patienten, bei denen bereits bei der Erstdiagnose
eine klonale Evolution (,Primare Karyotypevolution“) nachgewiesen wurde (Tabelle 8).
Auch hier wurden die prognostisch relevanten klinischen Daten zum Zeitpunkt der Erstdi-
agnose und zum Ende des Beobachtungszeitraumes ausgewertet. Bei 76 Patienten konn-
te bereits bei Erstdiagnose eine klonale Evolution nachgewiesen werden. Die klinischen
Daten konnten nicht lliickenlos erfasst werden. Es wurden in 57 der Falle Daten zum
Blastenanteil im Knochenmark (KM) bei Erstdiagnose dokumentiert. In 21 von 76 Fallen
wurden Verlaufsdaten erfasst. Hiervon konnten in 10 Fallen Daten zum Blastenanteil im
Knochenmark (KM) am Ende der Beobachtungszeit ausgewertet werden. In 11 der 21 Fal-
le konnten die Daten nicht eruiert werden. Ebenfalls zeigten sich in der Auswertung der
Ubrigen hamatologischen Parameter (Hamoglobin, Leukozyten, absolute Neutrophilenzahl
(ANC) sowie Thrombozyten) Diskrepanzen. Die Anzahl der ausgewerteten Patienten ist in
Tabelle 8 im Einzelnen dargestellt. Die mediane Beobachtungszeit betrug 5,8 Monate mit

einem Minimum von 0,2 und ein Maximum von 38,7 Monaten.

Die Patienten hatten am Ende des Beobachtungszeitraumes signifikant niedrigere
Hamoglobinwerte als bei Erstdiagnose (p<0,01). Auch die weiteren Laborparameter wie-
sen zum Ende des Beobachtungszeitraumes eine Tendenz zu niedrigeren Werten auf.
Diese Differenzen zum jeweiligen Ausgangswert erreichten jedoch kein signifikantes Ni-
veau, moglicherweise bedingt durch die geringen Fallzahlen. Der p-Wert fiir die Anderung

der Neutrophilenwerte konnte wegen kleiner Fallzahl nicht berechnet werden.
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Tabelle 8: Klinische Daten der Patienten mit klonaler Evolution bei Erstdiagnose

Patienten mit KE Patienten mit KE p-Werte
Erstdiagnose Ende Beobachtung
Anteil (n) % Anteil (n) % Chi2
Blastenanteil KM
<5 24 42,1 2 20
5-10 8 14,0 1 10
11-20 9 15,8 3 30 0,638
21-30 4 7,0 1 10
> 30 12 211 3 30
Gultige n 57 10
Fehlende n 19 11
Blutbild Wilcoxon-Test
Hamoglobin (g/dl)
Median 9,2 8,4
Spannweite 5,2-12,8 7,2-8,8 <0,01
Glltige n 39 10
Leukozyten (x103/ul)
Median 3,7 1,9
Spannweite 1,27-170 1,2-83,4 0,455
Glltige n 41 10
ANC (x103/pl)
Median 2,4 0,9 Fallzahl
Spannweite 0-6,4 0-10,9 zu klein
Giltige n 4 3
Thrombozyten (x103/ul)
Median 61,0 28,4
Spannweite 11,0-334,0 3,0-245 0,285
Glltige n 41 10

3.2.2.3 Patienten mit klonaler Evolution im Krankheitsverlauf

Die klinischen Daten der 18 Patienten, bei denen im Krankheitsverlauf eine klonale Evolu-
tion nachgewiesen werden konnte, wurden auch hier entsprechend miteinander verglichen
(Tabelle 9). Zum einen wurden die klinischen Parameter zum Ende des Beobachtungs-
punkts und zum anderen bei zytogenetischem Nachweis klonaler Evolution mit den klini-
schen Daten bei Erstdiagnose verglichen. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines MDS
konnten in 15 der 18 Félle Daten zum Blastenanteil im Knochenmark (KM) erfasst werden.
Im Weiteren wurden in 11 Fallen Daten zum Blastenanteil im Knochenmark (KM) bei
Nachweis einer klonalen Evolution im Krankheitsverlauf erhoben. Ebenfalls konnten Daten
zum Blastenanteil im Knochenmark (KM) in weiteren 11 Féllen am Ende der Beobach-
tungszeit erfasst werden. Aufgrund der lickenhaften Datenerhebung konnten nicht alle
Daten fur die hé&matologischen Parameter H&amoglobin, Leukozyten, absolute
Neutrophilenzahl (ANC) sowie Thrombozyten vollstandig erfasst werden. Die Anzahl der
Patienten, die zur Auswertung herangezogen werden konnten, sind in der Tabelle 9 im
Detail dargestellt. Die mediane Beobachtungszeit bis zum Nachweis einer klonalen Evolu-
tion betrug 11,9 Monate mit einem Minimum von 2,8 und einem Maximum von 46,3 Mona-

ten.
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Der Anteil der Blasten im Knochenmark am Ende des Beobachtungszeitraumes lag im
Vergleich zur Erstdiagnose signifikant hoher (p=0,029). Auch zum Zeitpunkt des Nachwei-
ses einer klonalen Evolution fanden sich im Vergleich zur Erstdiagnose hohere
Blastenanteile. Ein signifikanter Unterschied konnte hier jedoch nicht festgestellt werden
(p=0,069).

Ein weiterer Unterschied konnte beziglich der Thrombozytenwerte erfasst werden. Es
fand sich ein deutlicher Abfall der Thrombozytenzahl zum Ende des Beobachtungszeit-
raumes im Vergleich zum Ausgangswert (p=0,012). Ebenfalls zeigten die Leukozyten- und

Neutrophilenzahlen im Verlauf der Beobachtung eine abnehmende Tendenz.

Tabelle 9: Klinische Daten der Patienten mit klonaler Evolution im Krankheitsverlauf

Patienten mit klonaler Evoluiton im Krankheitsverlauf
Bei Erstdiagnose Ende Beobachtung p-Werte Bei Nachweis von KE p-Wert
Anteil (n) % Anteil (n) % Chi2 Anteil (n) % Chi2
Blastenanteil KM
<5 8 53,3 1 9,1
5-10 4 16,7 3 27,3 2 18,2
11-20 1 6,7 2 18,2 0,029 2 18,2 0,069
21-30 1 6,7 1 9,1 1 9,1
> 30 1 6,7 5 45,5 5 45,5
Gultige n 15 11 11
Fehlende n 3 7 7
Blutbild W”'(lfg;(ton_ Wll_t_:g:ton-
Hamoglobin (g/dl)
Median 9,6 9,4 9,4
Spannweite 6,1-12,9 8,4-10,2 0,343 8,4-10,2 0,441
Glltige n 15 10 10
Leukozyten (x103/ul)
Median 3,7 1,7 1,7
Spannweite 1,4-31,3 0,4-10,6 0,441 0,4-10,6 0,441
Gultige n 15 10 10
ANC (x103/ul)
Median 0,4 0,15 Fallzahl zu 0,2
Spannweite 0,3-1,2 0,1-0,2 klein 0,1-1,7 0,655
Glltige n 3 2 3
Thrombozyten (x103/ul)
Median 118,5 38,1 41,4
Spannweite 27-521 11,5-213 0,012 11,5-250 0,086
Gultige n 14 9 10

3.2.3 Die Prognostische Relevanz der klonalen Evolution

3.2.3.1 Gesamtkollektiv

Der Vergleich der Uberlebenskurven fiir Patienten mit bzw. ohne klonale Evolution zeigte

einen hochsignifikanten Unterschied (Abbildung 6).
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Bei 72 Patienten mit einer klonalen Evolution lagen Uberlebensdaten vor; davon waren
51,4% (n=37) zensiert. Bei 421 Patienten ohne klonale Evolution konnten Uberlebensda-
ten mit einer Rate von 70,3% (n=296) zensierter Falle ausgewertet werden. Patienten mit
klonaler Evolution zeigten signifikant kiirzere Uberlebenszeiten und damit eine deutlich
schlechtere Prognose. Die mediane Uberlebenszeit betrug 24,4 Monate. Diese verlangerte

sich bei Patienten ohne klonale Evolution auf 103,6 Monate (p<0,01).

10 Mediane Uberlebenszeit (50%-Ferzentil):
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Abbildung 6: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) der Gesamtgruppe

3.2.3.2 Prognostische Relevanz der klonalen Evolution zum Diagnosezeitpunkt

Untersucht wurden Patienten mit klonaler Evolution zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und
im Krankheitsverlauf (Abbildung 7). Bei 54 Patienten, bei denen bereits bei Erstdiagnose
eine klonale Evolution diagnostiziert wurde, lagen Uberlebensdaten vor. 48,1% (n=26)
dieser Daten wurden zensiert. In der zweiten Gruppe konnten bei 18 Patienten Uberle-

bensdaten mit einer Rate von 61,1% (n=11) zensierter Falle eruiert werden. Auch hier
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zeigten sich hochsignifikante Unterschiede im Uberleben. Bei Nachweis einer klonalen

Evolution bereits bei Erstdiagnose lag die mediane Uberlebenszeit bei nur 8,2 Monaten.

Diese verlangerte sich auf 32,6 Monate bei Nachweis einer klonalen Evolution im Verlauf

der Erkrankung (p<0,01).
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0,5

0,44

0,37

Kumulierte Uberlebensanteile

0,24

0,1

0,0

Mediane Uberlebenszeit (50%-FPerzentil):
KE" bei Erstdiagnose 8.2 Monate
KE im Krankheitsverlauf 32 E Monate
p (log-rank)< 0,01

*KE= klonale Evaolution

KEim
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I
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Abbildung 7: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) in Abh&ngigkeit vom Diagnosezeitpunkt
der klonalen Evolution

Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wiesen, im Vergleich zu denen, die im Krank-

heitsverlauf eine klonale Evolution aufzeigten, eine hdohere Anzahl an Aberrationen auf

(Abbildung 8). Diese Patienten sind mutmallich bereits bei Erstdiagnose in ihrem Krank-

heitsprogress weiter fortgeschritten. Diese Annahme ist hypothetisch, da der biologische

Entstehungszeitpunkt der Erkrankung nicht sicher eruierbar ist.
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Abbildung 8: Aberrationen pro Fall in Abh&ngigkeit vom Diagnosezeitpunkt der klonalen Evolution

3.2.4 Prognostische Relevanz des zeitlichen Auftretens der klonalen Evolution

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Nachweis einer klonalen Evolution mit einer
schlechten Prognose einhergeht (siehe 3.2.3.1). Unter Berlcksichtigung der Tatsache,
dass die klonale Evolution die genetische Instabilitat und den Krankheitsprozess wider-
spiegelt (Haase 2005, Haase et al. 2011), erfolgte eine weitere Analyse hinsichtlich des
zeitlichen Auftretens der klonalen Evolution (Abbildung 9). Die mediane Beobachtungszeit
betrug 363 Tage. Darauf basierend wurden die Patienten, bei denen innerhalb von 365
Tagen nach Diagnosestellung eine klonale Evolution nachgewiesen wurde, in die Gruppe
1 (frhe klonale Evolution) und die Patienten, bei denen >365 Tage nach der Diagnose-
stellung eine klonale Evolution festgestellt wurde, in die Gruppe 2 (spéate klonale Evolution)
aufgeteilt.

Diese Aufteilung zeigte einen hochsignifikanten Unterschied im zeitlichen Verlauf fir das
Auftreten einer klonalen Evolution. In der Gruppe 1 wurde eine klonale Evolution im Me-
dian 5,3 Monate nach der Erstdiagnose festgestellt. Im Vergleich dazu war in der Gruppe
2 mit im Median 21,9 Monaten ein deutlich l&ngeres Zeitintervall bis zum Nachweis der

klonalen Evolution nachweisbar.

Anhand dieser Ergebnisse konnte ein Unterschied im Krankheitsprozess dargestellt wer-
den. Die MDS-Zellen bei Patienten mit einer frihen Evolution sind wahrscheinlich gene-
tisch instabiler. Es zeigt sich hier ein rasches Auftreten einer klonalen Evolution. In der

Gruppe der spaten klonalen Evolution zeigte sich das Auftreten der Evolution dagegen
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verzogert, was moglicherweise durch eine schrittweise Akkumulation genetischer Aberra-
tionen erklarbar ist (Haase 2005, Haase 2008).
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Abbildung 9: Auftreten klonaler Evolution im zeitlichen Verlauf: Frihe und spéte klonale Evolution

Neben der Darstellung des zeitlichen Auftretens der klonalen Evolution (Abbildung 9),
konnten in einer weiteren Untersuchung Unterschiede in den medianen Uberlebenszeiten
der beiden Gruppen festgestellt werden (Abbildung 10). Das Auftreten einer klonalen Evo-
lution innerhalb von 365 Tagen (frihe klonale Evolution; Gruppe 1) nach Diagnosestellung
ist prognostisch eher unginstig. Die mediane Uberlebenszeit betrug 13,25 Monate (n=9,
zensiert: n=7). Diese lag bei Patienten mit einer spaten klonalen Evolution (>365 d; Grup-
pe 2) bei 32,56 Monaten (n=9, zensiert: n=4). Dieser Unterschied erreichte kein signifikan-

tes Niveau. Dies ist wahrscheinlich durch die geringe Fallzahl in den jeweiligen Gruppen
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bedingt. Dennoch ist die Tendenz ersichtlich, dass die Patienten mit einer frihen klonalen

Evolution auch friher versterben.
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Abbildung 10: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) in Abh&angigkeit vom Evolutionszeit-
punkt: Frihe und spate klonale Evolution

3.3 Zytogenetische Befunde klonaler Evolution und ihre prognostische Bedeutung

Fur die Darstellung der zytogenetischen Befundkonstellationen wurde die Gesamtgruppe
in Patienten mit und ohne klonale Evolution aufgeteilt. Die Gruppe der Patienten mit
klonaler Evolution umfasst sowohl die Patienten mit Nachweis einer klonalen Evolution
bereits bei Erstdiagnose als auch die Patienten, bei denen erst im Verlauf ihrer Erkran-
kung eine klonale Evolution nachgewiesen wurde. Allgemeine zytogenetische Befunde
(Aberrationen pro Fall, komplexe und nicht-komplexe Aberrationen, Verteilungstyp und
Klongrol3e) werden in Abhangigkeit von klonaler Evolution und deren prognostischer Rele-

vanz im Weiteren dargestellt.
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3.3.1 Aberrationen pro Fall

Hier wurde fur eine exakte Einschatzung der Komplexitat der Chromosomenanomalien die
Aberrationen pro Fall nach Heim und Mitelman (1986) erfasst (siehe 2.2.2). Fir die Dar-
stellung der prognostischen Bedeutung erfolgte eine Einteilung in funf Gruppen (Schanz
2003):

Gruppe 1: keine Aberration
Gruppe 2: 1 Aberration
Gruppe 3: 2 Aberrationen
Gruppe 4: 3 Aberrationen

Gruppe 5: >3 Aberrationen

Patienten ohne klonale Evolution zeigten mit 41,4% die geringste Aberrationsrate. Im Ver-
gleich dazu fand sich bei Patienten mit klonaler Evolution eine hohe Aberrationsrate mit
Nachweis von mehr als drei Aberrationen in 43,6% der Félle. Dies lasst vermuten, dass
zytogenetische Aberrationen bei klonaler Evolution kumulieren. Die Gruppe der Patienten
mit klonaler Evolution fasst hier sowohl Patienten, die bereits bei der Erstdiagnose eine
klonale Evolution aufwiesen, als auch solche die erst im Verlauf der Erkrankung eine Evo-
lution entwickelten, zusammen. Daher sind Patienten mit einer klonalen Evolution auch in
der Gruppe 1 (keine Aberration) und in Gruppe 2 (1 Aberration/Fall) reprasentiert. Diese
Patienten entwickelten erst im Krankheitsverlauf eine klonale Evolution. Die Gruppenein-
teilung ist auf den Ausgangsbefund bezogen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Aberrationen pro Fall in Abhéngigkeit von klonaler Evolution

Gruppeneinteilung bezogen Patienten ohne KE Patienten mit KE p-Wert
auf den Ausgangsbefund Anteil (n) % Anteil (n) % (Chi?)
Gruppe 1: keine Aberration 371 58,6 2 2,1
Gruppe 2: 1 A/Fall 177 28,0 13 13,8
Gruppe 3: 2 A/Fall 25 3,9 29 30,9 <0,01
Gruppe 4: 3 A/Fall 16 2,5 9 9,6
Gruppe 5: >3 A/Fall 44 7,0 41 43,6

3.3.2 Komplexe Aberrationen

Berucksichtigt wurden fur die Berechnung der Haufigkeiten komplexer Aberrationen aus-
schlieBlich aberrante Félle (NA- und AA-Falle). Innerhalb der klonalen Evolution zeigte
sich eine deutliche Zunahme der Komplexitat des Karyotyps. Bei diesen Patienten fand

sich in 54,3% der Falle ein komplexer Karyotyp. Im Vergleich dazu konnte lediglich in
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21,6% Falle bei Patienten ohne klonale Evolution ein komplexer Karyotyp nachgewiesen
werden (p<0,01).
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Abbildung 11: Haufigkeit komplexer Aberrationen in Abhangigkeit vom Auftreten klonaler Evolution
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Abbildung 12: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) in Abh&angigkeit vom Auftreten komple-
xer Aberrationen mit oder ohne zusétzliche klonale Evolution
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Bei Patienten ohne klonale Evolution fanden sich signifikante Unterschiede im Uberleben
bei Auftreten eines komplexen Karyotyps (7,8 vs. 61,0 Monate, p<0,01). Dies konnte auch
bei Patienten mit klonaler Evolution festgestellt werden. Die mediane Uberlebenszeit ver-
kurzte sich bei Auftreten eines komplexen Karyotyps von 32,6 auf nur 3,8 Monate. Der
prognostisch ungunstige Einfluss eines komplexen Karyotyps bleibt innerhalb der klonalen
Evolution bestehen (Abbildung 12).

3.3.3 Verteilungstyp und Klongrolie

Es wurde untersucht, ob die Gréf3e des aberranten Klons eine prognostische Relevanz bei

Patienten mit klonaler Evolution hat.

Die klonale Zusammensetzung kann zum einen semiquantitativ durch den Verteilungstyp

und zum anderen quantitativ durch die Klongrdf3e dargestellt werden (siehe 2.2.1).

Der Verteilungstyp ist fur die semiquantitative Darstellung gut geeignet. Die Klongrofie
hingegen ist ein Mal} fir den genauen prozentualen Anteil aberranter Metaphasen
(Schanz 2003, Haase 2005).

Der AA-Karyotyp (ausschliel3lich aberrante Zellen) konnte in 40,4% der Félle mit klonaler
Evolution und in nur 12,4% der Falle ohne klonale Evolution nachgewiesen werden. Auch
trat der NA-Karyotyp (Vorkommen von normalen und aberranten Metaphasen im Mosaik)
bei den Patienten mit klonaler Evolution 2-fach haufiger auf (57,4% vs. 28,3%) (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Verteilungstyp in Abhéngigkeit vom Auftreten klonaler Evolution
*NN= ausschlie3lich normale Metaphasen; *NA= normale und aberrante Metaphasen im Mosaik; **AA= ausschlie3lich

aberrante Mataphasen

AuRerdem fanden sich in der Aufteilung der KlongroRe der beiden Patientengruppen deut-

liche Unterschiede, wie in der Abbildung 14 dargestellt ist.
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Abbildung 14: KlongréR3e in Abhangigkeit vom Auftreten klonaler Evolution

Die Berechnungen fir die Mittelwerte der aberranten Falle bei zytogenetischer Erstdiag-
nose ergaben folgende Ergebnisse: der Mittelwert der Klongréf3e der Patienten ohne Evo-
lution lag bei 79,2%. Fur die Patienten mit klonaler Evolution lag der Mittelwert bei 84,8%
(M-W-U-Test, p<0,01).
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Sowohl die klonale Zusammensetzung als auch das Hinzukommen von zusatzlichen Aber-
rationen, wie sie bei klonaler Evolution beobachtet werden, haben einen prognostisch un-
gunstigen Einfluss auf die mediane Uberlebenszeit (Abbildung 15).

Der Einfluss des Verteilungstyps hinsichtlich der Prognose innerhalb der Patienten mit
klonaler Evolution bleibt bestehen. Betrachtet man ausschlieBlich die Patienten mit
klonaler Evolution zeigten sich signifikante Unterschiede im Uberleben bei Zunahme der
KlongroRe (18,0 Monate vs. 6,6 Monate, p=0,046). Ein weiterer Vergleich der AA-
Karyotypen beider Gruppen (Patienten mit und ohne klonale Evolution) zeigte ebenfalls
eine Verkurzung der medianen Uberlebenszeit (19,5 Monate vs. 6,6 Monate). Auch hier
erreichte diese Differenz im Paarvergleich ein signifikantes Niveau mit einem p-Wert von
0,022. Hier zeigt sich erneut, dass bei einer Klongrof3e von 100% das Auftreten zusatzli-

cher Anomalien zu einer Verschlechterung der Prognose flhrt.
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Abbildung 15: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) in Abhangigkeit von der klonalen Zu-
sammensetzung und dem Auftreten klonaler Evolution (Cevik et al. 2013)
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3.4 AML-freies Uberleben innerhalb der Gruppe von Patienten mit klonaler Evolu-
tion

3.4.1 Gesamtkollektiv

Die Haufigkeit eines Uberganges in eine AML war bei Patienten mit und ohne klonale Evo-
lution hochsignifikant unterschiedlich (Abbildung 16). Das Auftreten einer AML bei klonaler
Evolution war mehr als doppelt so haufig wie bei Patienten ohne klonale Evolution. So
wurde bei 48,0% (n=24) aller untersuchten Patienten mit klonaler Evolution ein Ubergang
in eine AML nachgewiesen. Im Vergleich hierzu zeigten lediglich 21,4% (n=67) aller unter-

suchten Patienten ohne klonale Evolution einen Ubergang in eine AML.

120,0%
p-Wert (Chi?): <0,01

100,0% -

80,0% -

60,0% -

40,0% -

20,0% -

0,0% -~ T
Patienten ohne klonale Evolution Patienten mit klonaler Evolution
W Nicht- Auftreten von AML* W Auftreten von AML

Abbildung 16: Haufigkeit der AML in Abhangigkeit vom Auftreten klonaler Evolution

*AML= akute myeloische Leukamie

Auch hinsichtlich der AML-freien Uberlebenszeit konnten hochsignifikante Unterschiede
festgestellt werden (Abbildung 17). Bei Patienten ohne klonale Evolution wurden das 50%-
und auch das 25%-Perzentil nicht erreicht. Die Uberlebenskurve erreichte ein Plateau.
Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass nur ein geringer Teil der Patienten einen Ubergang
in eine AML zeigte. Bei Auftreten einer klonalen Evolution kam es sehr rasch bei allen Pa-
tienten zu einem AML-Ubergang. Die AML-freie Uberlebenszeit bei Patienten mit klonaler

Evolution lag im Median bei 17,5 Monaten.
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Abbildung 17: AML-freies Uberleben der Gesamtgruppe

3.4.2 Frihe klonale Evolution

Die AML-freie Uberlebenszeit bei Patienten mit einer friihen klonalen Evolution (KE<365 d;
Gruppe 1, Vergleich 3.2.4) lag bei 6,8 Monaten (Abbildung 18). Diese verlangerte sich bei
Patienten mit einer spaten klonalen Evolution (KE >365 d; Gruppe 2) und betrug 20,3 Mo-
nate. Somit zeigte sich die Tendenz, dass eine friihe klonale Evolution ebenfalls mit einem
frihen Ubergang in eine AML assoziiert ist. Vermutlich bedingt durch die geringen Grup-

pengrofRen erreichte dieser Unterschied allerdings keine Signifikanz.
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Abbildung 18: AML-freies Uberleben in Abh&angigkeit vom Evolutionszeitpunkt: Friihe und spéate
klonale Evolution

3.4.3 Anomalie-Verteilungstyp

Untersucht wurde in diesem Abschnitt die AML-freie Uberlebenszeit in Abhangigkeit von
der klonalen Zusammensetzung. Verglichen wurden Patienten mit und ohne klonale Evo-
lution. In den beiden Gruppen mit einem AA-Karyotyp (KlongréRe 100%; ausschlieRlich
aberrante Metaphasen) zeigte sich kein signifikanter Unterschied (21,7 Monate vs. 32,9
Monate, p=0,318). Im Gegensatz hierzu zeigten sich bei Patienten mit einem NA-Karyotyp
(KlongroRRe 1-99%; normale und aberrante Metaphasen im Mosaik) signifikante Unter-
schiede hinsichtlich des Ubergangs in eine AML. Patienten ohne klonale Evolution erreich-
ten das 50%-Perzentil nicht und hatten damit eine bessere Prognose. Bei Auftreten einer
klonalen Evolution wurde dagegen eine AML-freie Uberlebenszeit im Median von nur 14,9
Monaten berechnet (p<0,01) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: AML-freies Uberleben in Abhangigkeit von der klonalen Zusammensetzung und dem

Auftreten klonaler Evolution

3.5 Korrelation distinkter Aberrationen mit der klonalen Evolution

3.5.1 Haufigkeit spezieller zytogenetischer Aberrationen

Es wurden samtliche nachgewiesenen Chromosomenaberrationen fir die jeweiligen
Chromosomen erfasst und die Haufigkeit innerhalb der Gruppe der Patienten mit klonaler
Evolution berechnet. Nachfolgend werden die haufigsten nachgewiesenen Aberrationen in

absteigender Anzahl dargestellt: Aberrationen von Chromosom 5 (n=51), Aberrationen von

Chromosom 7 (n=35) und Aberrationen von Chromosom 8 (n=27) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Haufigkeit klonaler Aberrationen an einzelnen Chromosomen innerhalb der Gruppe
von Patienten mit klonaler Evolution

In den folgenden Abschnitten werden spezielle, mit MDS héaufig einhergehende Aberratio-
nen und deren Zusammenhang mit dem Auftreten einer klonalen Evolution, dargestellt. Im
Einzelnen wurden folgende, beim MDS haufig auftretende Chromosomenanomalien, néa-

her betrachtet:

- Deletion 5q

- Monosomie 7/Deletion 7q
- Trisomie 8

- 17p-Anomalien

- 20g-Anomalien

- Y-Verlust

3.5.1.1 Verlust des langen Armes von Chromosom 5 (5g-)

Die Deletion des langen Armes von Chromosom 5 stellt die haufigste Chromosomenaber-
ration bei Patienten mit MDS dar (Greenberg et al. 1997, Haase et al. 2007, Haase 2008).
Diese Anomalie konnte in der vorliegenden Studie bei 109 Patienten (30,6%) nachgewie-
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sen werden. Der Vergleich der Patienten mit und ohne klonale Evolution zeigte hochsigni-
fikante Unterschiede im Auftreten der 5g-Deletion (Abbildung 21).

Die Patienten mit einer klonalen Evolution wiesen fast doppelt so haufig eine 5g-Deletion

auf (46,7% vs. 25,0%). Diese Differenz erreichte ein hochsignifikantes Niveau (p<0,01).
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p-Wert (Chi%): <0,01
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0 - T
Patienten ohne klonale Evolution Patienten mit klonaler Evolution
W keine 5g-Deletion  m5q-Deletion

Abbildung 21: Haufigkeit einer 5g-Deletion in Abhangigkeit vom Auftreten klonaler Evolution

Die Uberlebensdaten von 31 Patienten mit klonaler Evolution und Nachweis einer 5¢-
Deletion konnten fiir die Berechnung der medianen Uberlebenszeit herangezogen werden.
Zensiert wurden 54,8% der Falle (n=17). Patienten ohne klonale Evolution aber mit Nach-
weis einer 5g-Deletion konnten in 37 Fallen eruiert werden, davon waren 67,6% der Falle

zensiert.

Patienten mit klonaler Evolution zeigten eine mediane Uberlebenszeit von 13,3 Monaten.
Die Patienten ohne Evolution erreichten im Vergleich ein Plateau im Uberleben. Das 50%-
Perzentil konnte nicht errechnet werden. Dieser Unterschied erreichte ein signifikantes
Niveau mit einem p-Wert von 0,027.
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Abbildung 22: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fur Patienten mit 5q-Deletion in Abhan-
gigkeit vom Auftreten klonaler Evolution

Inwieweit das Vorkommen einer 5g-Deletion Einfluss auf die Prognose der Patienten mit
klonaler Evolution hat, wurde in einer weiteren Berechnung untersucht. Die mediane Uber-
lebenszeit, abhangig von der oben genannten Index-Aberration innerhalb der klonalen
Evolution, betrug 13,3 Monate. Ohne Nachweis einer 5g-Deletion lag die mediane Uberle-
benszeit bei 18,2 Monaten (Abbildung 23). In der Abbildung 22 konnte gezeigt werden,
dass sich die ungunstige Prognose der klonalen Evolution auch durchsetzt, wenn aus-
schlie3lich Patienten mit 5qg-Deletion bertcksichtigt werden. Das Auftreten einer 5q-
Deletion innerhalb der klonalen Evolution zeigte keinen prognostisch relevanten Unter-

schied im Vergleich zu Patienten mit klonaler Evolution ohne Nachweis einer 5g-Deletion.
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Abbildung 23: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fiir Patienten mit klonaler Evolution in
Abhéagigkeit vom Auftreten einer 5g-Deletion

3.5.1.2 Monosomie 7/Verlust des langen Armes von Chromosom 7 (79-)

Die Monosomie 7 bzw. der Verlust des langen Armes von Chromosom 7 (7g-) konnte bei
88 Patienten (24,7%) nachgewiesen werden. Hinsichtlich der Haufigkeit des Vorkommens
bei Patienten mit und ohne klonale Evolution zeigte sich kein signifikanter Unterschied
(p=0,323). -7/7g- fand sich in 29,3% (n=27) der Falle mit und in 23,1% (n=61) der Falle
ohne klonale Evolution (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Haufigkeit einer totalen oder partiellen Monosomie 7 in Abh&ngigkeit vom Auftreten
klonaler Evolution
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Abbildung 25: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fiir Patienten mit klonaler Evolution in
Abhagigkeit vom Auftreten einer totalen oder partiellen Monosomie 7

43



Ergebnisse

Die prognostische Bedeutung der Monosomie 7/7qg-Deletion als Index-Aberration innerhalb
der klonalen Evolution erscheint eher ungiinstig: So betrug die mediane Uberlebenszeit
bei Auftreten dieser Aberration 8,2 Monate (Abbildung 25). Patienten mit klonaler Evoluti-
on, bei denen diese Index-Aberration nicht nachgewiesen wurde, wiesen eine mediane
Uberlebenszeit von 18,2 Monaten auf (p=0,020).

3.5.1.3 Trisomie 8

Im Gesamtkollektiv konnte eine Trisomie 8 in 65 der untersuchten aberranten Falle
(18,2%) erfasst werden. Dabei wurden in 17,4% (n=46) der F&lle ohne und in 20,7%
(n=19) der Falle mit klonaler Evolution eine Trisomie 8 nachgewiesen. Der Vergleich bei-
der Gruppen erreichte kein signifikant unterschiedliches Niveau. Demnach ist die Haufig-

keit der Trisomie 8 in beiden Gruppen nahezu identisch (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Haufigkeit einer Trisomie 8 in Abh&ngigkeit vom Auftreten klonaler Evolution
Im Gegensatz zur Monosomie 7/7g-Deletion fand sich keine signifikante Verklrzung der

Uberlebenszeit, wenn die Trisomie 8 als Index-Aberration innerhalb der klonalen Evolution
auftrat (p=0,935) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fiir Patienten mit klonaler Evolution in
Abhéagigkeit vom Auftreten einer Trisomie 8

3.5.1.4 Anomalien des kurzen Armes von Chromosom 17 (17p-Anomalien)

17p-Anomalien fanden sich im Gesamtkollektiv in acht von 356 aberranten Fallen (Abbil-
dung 28). Bei klonaler Evolution wurde diese Anomalie mit einer Haufigkeit von 5,4% (n=5)
nachgewiesen, bei Patienten ohne klonale Evolution hingegen in 1,1% (n=3) der Falle.

Diese Differenz erreichte mit einem p-Wert von 0,030 ein signifikantes Niveau.

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung der 17p-Anomalie innerhalb der Patienten mit
klonaler Evolution konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied der medianen Uberle-
benszeit festgestellt werden. Es fand sich eine signifikante Verkirzung der Uberlebenszeit,
wenn 17p-Anomalien bei Vorliegen einer klonalen Evolution auftraten. Diese betrug 1,8
Monate. Patienten mit einer Karyotypevolution ohne diese Index-Aberration wiesen eine
Uberlebenszeit von 17,9 Monaten auf (p=0,002) (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Haufigkeit einer 17p-Anomalie in Abh&ngigkeit vom Auftreten klonaler Evolution
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Abbildung 29: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fiir Patienten mit klonaler Evolution in
Abhagigkeit vom Auftreten einer 17p-Anomalie
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3.5.1.5 Verlust des langen Armes von Chromosom 20 (20g-)

In der Haufigkeit des Auftretens der 20g-Deletion innerhalb der beiden Gruppen zeigte
sich kein Unterschied. So wurde in 9,8% der Falle (n=9) mit und in 5,7% der Falle (n=15)
ohne klonale Evolution ein Verlust des langen Armes von Chromosom 20 nachgewiesen
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Haufigkeit einer 20g-Deletion in Abhangigkeit vom Auftreten klonaler Evolution

Eine signifikante Differenz der medianen Uberlebenszeit zeigte sich nicht (p=0,524) (Ab-
bildung 31). So wurde eine mediane Uberlebenszeit von 17,9 Monaten bei klonaler Evolu-
tion mit Nachweis einer 20g-Deletion berechnet. Patienten ohne Nachweis dieser Index-

Aberration wiesen eine mediane Uberlebenszeit von 16,9 Monaten auf.
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Abbildung 31: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fiir Patienten mit klonaler Evolution in
Abhéagigkeit vom Auftreten einer 20g-Deletion

3.5.1.6 Verlust des Y-Chromosoms
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Abbildung 32: Haufigkeit eines Y-Chromosomenverlustes in Abhangigkeit vom Auftreten klonaler
Evolution
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Die Haufigkeit von Y-Chromosomenverlusten innerhalb der klonalen Evolution ist mit 4,3%
(n=4) im Vergleich zu 5,3% (n=14) bei Patienten ohne Evolution nahezu identisch. Der p-
Wert lag bei 1,0 (Abbildung 32).

Signifikante Unterschiede in der Uberlebenszeit fanden sich nicht (p=0,994). Innerhalb der
klonalen Evolution betrug die mediane Uberlebenszeit bei Nachweis eines Y-Verlusts
27,9 Monate. Im Vergleich hierzu lag die Uberlebenszeit bei Patienten ohne Y-Verlust bei
17,9 Monaten (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) fiir Patienten mit klonaler Evolution in
Abhé&gigkeit vom Auftreten eines Y-Chromosomenverlustes
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3.6 Zytogenetische Evolutionsmuster

3.6.1 Haufigkeit spezifischer zytogenetischer Evolutionsmuster

Wie im Abschnitt 2.2.3 erlautert, konnte bei 280 Patienten anhand der zytogenetischen
Verlaufsdaten und der Primérdaten eine Einteilung in unterschiedliche Evolutionsmuster
erfolgen. 45,0% der Patienten (n=126) zeigten einen genetisch stabilen Karyotyp (B), das
heil3t im Verlauf wurde bei diesen Patienten ein unverandert normaler oder ein unveran-
dert aberranter Karyotyp erfasst. Patienten, die im Verlauf ihrer Erkrankung intermittierend
einen normalen Karyotypen aufwiesen, wurden ebenfalls dieser Gruppe subsummiert. Ei-
ne ,Genetische Progression® (A) wurde bei 26,1% (n=73) der Patienten erfasst. Diese Ein-
teilung erfolgte bei Nachweis von Aberrationen bei initial normalem Karyotyp und Mosaik-
Karyotyp sowie bei Auftreten von zusatzlichen Anomalien im Verlauf, aber auch bei einer
Zunahme der KlongroRe um >20%. Mit einer Haufigkeit von 19,6% (n=55) konnte bereits
bei der Erstdiagnose eine klonale Evolution zytogenetisch nachgewiesen werden (D). Bei
21 Patienten, bei denen ebenfalls eine ,Primare Karyotypevolution® nachgewiesen werden
konnte, wurden Verlaufsuntersuchungen erfasst. Diese wurden weiter in die unterschiedli-
chen klinischen Verlaufe eingeteilt. In die Kategorie der ,Genetischen Regression“ (C)
wurden 6,4% der Patienten (n=18) eingeteilt. Berucksichtigt werden muss hier, dass
94,4% dieser Patienten therapiert worden waren und die zytogenetische Regression mit
hoher Wahrscheinlichkeit dadurch bedingt gewesen ist. 2,9% (n=8) der Patienten hatten

einen undulierenden klinischen Verlauf (E). Einen Uberblick hierzu gibt die Abbildung 34.
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A: Genetische B: Genetische Stabilitat C: Genetische D: Priméare E: Undulierend
Progression Regression Karyotypevolution

klonale Evolutionsmuster

Abbildung 34: Haufigkeit klonaler Evolutionsmuster
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3.6.1.1 Haufigkeit komplexer Anomalien innerhalb der klonalen Evolutionsmuster

Die Untersuchung der komplexen Karyotypen innerhalb der Evolutionsmuster zeigte hoch-
signifikante Unterschiede (p<0,01). Patienten aus der Gruppe ,Primare Karyotypevolution®
(D) wiesen zu 66,7% (n=36) einen komplexen Karyotyp auf. Bei 11,1% (n=6) der Patienten
in der Gruppe ,Genetische Progression® (A) und bei 16,7% (n=9) der Patienten in der
Gruppe ,Genetische Stabilitat® (B) fanden sich komplexe Anomalien. Patienten aus der
Gruppe ,Genetische Regression® (C) zeigten mit einer Haufigkeit von 5,5% (n=3) einen
komplexen Karyotyp. Bei Patienten mit einem undulierenden Verlauf fanden sich keine

komplexen Aberrationen. Einen Uberblick gibt die Tabelle 11.

Tabelle 11: Haufigkeiten komplexer Aberrationen innerhalb klonaler Evolutionsmuster

Evolutionsmuster Haufigkeiten komplexer Aberrationen p-Wert (Chi?)
A: Genetische Progression 11,1%(n=6)

B: Genetische Stabilitat 16,7%(n=9)

C: Genetische Regression 5,5%(n=3) <0,01

D: Primare Karyotypevolution 66,7%(n=36)

E: Undulierend keine

3.6.1.2 Auftreten distinkter Aberrationen innerhalb der klonalen Evolutionsmuster

Die haufig auftretenden Aberrationen bei MDS-Patienten wurden innerhalb der Evoluti-

onsmuster nach ihrer Pravalenz untersucht (Abbildung 35).

Patienten aus der Gruppe ,Primare Karyotypevolution® (D) zeigten ein gehauftes Auftreten
einer 5g-Deletion mit 58,2% (n=32) sowie ein geh&auftes Auftreten einer Monosomie 7/7Q-
Deletion mit 29,1% (n=16). Die Trisomie 8 war mit 20,0% (n=11) in dieser Gruppe eben-
falls haufig. Nur in dieser Gruppe konnten 17p-Anomalien nachgewiesen werden (7,3%,
n=4). Mit gleicher Haufigkeit wiesen die Patienten aus der Gruppe ,Genetische Progressi-
on“ (A) eine Monosomie 7/7g-Deletion mit 16,4% (n=12) und eine 5g-Deletion ebenfalls
mit 16,4% (n=12) auf. Eine Trisomie 8 wurde bei 11,0% (n=8) nachgewiesen. Weniger
haufig waren der Nachweis der 20g-Deletion (8,2%, n=6) und der Y-Chromosomenverlust
(2,7%, n=2). Die Patienten aus der Gruppe ,Genetische Stabilitat® (B) hingegen wiesen
eine Trisomie 8 mit 7,9% (n=10) am h&ufigsten auf. Die tbrigen Chromosomenaberratio-
nen zeigten ein ahnlich haufiges Vorkommen. Bei Patienten aus der Gruppe ,Genetische
Regression® (C) fand sich am haufigsten eine Monosomie 7/7q-Deletion (27,8%, n=5). Bei
einem undulierenden Verlauf (E) fanden sich folgende Chromosomenanomalien nicht:
Monosomie 7/7q-Deletion, 20g-Deletion und 17p-Anomalien. Das Vorkommen von 5g-
Deletion lag dagegen bei 37,5% (n=3).
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Abbildung 35: Haufigkeit distinkter Aberrationen in Abhangigkeit der klonalen Evolutionsmuster

3.6.1.3 Prognostische Bedeutung der klonalen Evolutionsmuster

Hinsichtlich der medianen Uberlebenszeiten zeigten sich innerhalb der zytogenetischen

Evolutionsmuster signifikante Unterschiede (Abbildung 36).

Die beste Prognose ergab sich hierbei fur Patienten mit einem undulierenden Krankheits-
verlauf (E). So konnte hier das 50%- und auch das 25%-Perzentil nicht erreicht werden.
Ebenfalls wiesen Patienten aus der Gruppe ,Genetische Stabilitat” (B) eine gute Prognose
auf. Die mediane Uberlebenszeit betrug 186,8 Monate. Sowohl bei Patienten aus der
Gruppe ,Genetische Regression® (C) als auch aus der Gruppe ,Genetische Progression®
(A) zeigten sich deutlich verkurzte Uberlebenszeiten. So fiel die mediane Uberlebenszeit
von 186,8 Monaten auf 37,5 Monate (,Genetische Regression®) bzw. 47,2 Monate (,Gene-
tische Progression®). Die schlechtere Prognose der Patienten aus der Gruppe ,Genetische
Regression“ kann mdglicherweise Ausdruck eines frihzeitigen Therapiebeginns sein.
Maoglicherweise wiesen diese Patienten bereits initial eine unginstige klinische Prognose
auf. Auch konnen Therapienebenwirkungen oder Infektionen wéhrend Zytopenien mdogli-
che Erklarungen sein. Die schlechteste Prognose hatten Patienten aus der Gruppe ,Pri-
mare Karyotypevolution“ (D). Die mediane Uberlebenszeit verkiirzte sich hier deutlich auf
nur 3,6 Monate (p<0,01).
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Abbildung 36: Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier) klonaler Evolutionsmuster

3.6.2 Zytogenetik klonaler Evolution im Krankheitsverlauf

Hier erfolgte die Untersuchung der Zytogenetik bei Patienten, die im Krankheitsverlauf ei-
ne klonale Evolution entwickelten. Verglichen wurde die Zytogenetik bei Erstdiagnose ge-

genuber der Zytogenetik bei Nachweis einer klonalen Evolution (Tabelle 12).

Als haufigste primare zytogenetische Aberrationen wurden in absteigender Haufigkeit eine
5qg-Deletion (n=4), Monosomie 7/7q-Deletion (n=3) und 20g-Deletion (n=2) erfasst. Haufige
sekundare Anomalien, die im Verlauf der Erkrankung hinzukamen, waren Monosomie
7/79-Deletion (n=3) und die Trisomie 8 (n=3). Der Y-Chromosomenverlust konnte in 2 der
18 Féalle nachgewiesen werden. Weiterhin wurde in 2 der 18 Falle initial ein normaler
Karyotyp erfasst. In einem der Falle wurde im Verlauf ein komplexer Karyotyp mit Auftre-
ten von Monosomie 6, der(6), Monosomie 17, der(17) sowie Trisomien 8 und 19 nachge-
wiesen. Im zweiten Fall mit initial normalem Karyotyp zeigte die sequentielle

zytogenetische Analyse eine 5g-Deletion und eine Monosomie 21. Die Fallzahl von 18 Pa-
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tienten die im Verlauf der Erkrankung eine klonale Evolution entwickelten, ist zu klein, um

hier eine explizite Aussage Uber die Anomalieverteilungen zu machen, da die Heterogeni-

tat der zytogenetischen Aberrationen dieser Gruppe sehr ausgepragt ist.

Tabelle 12: Die Zytogenetik der Patienten mit klonaler Evolution im Krankheitsverlauf

Pat.
Nr

82
218
227
247

264
447

552
584
602
686
691

693

749

755

772
781

800

806

ISCN*-Fomel bei Erstdiagnose

46,XX,1(1;3)(p36.1;,g21),+21[25]
45,XY,-7[7]
46,XY,+i(1)(q),ctb[26],46,XY[4]

46,XY,der(7)t(1;7)(p10:q10)[39)/
46,XY[5]
45,X,-Y[18]

46,XX[20]

46,XX,del(5)(q13931)[20]/46,XX[5]
46,XY,del(7)(q11q35)[8]/46,XY[6]
47, XX,+8[3]/46,XX[22]
46,XX[14]
46,XY,del(5)(q13931)[4]/46,XY[1]

46,XY,del(20)(q12)[1]

46, XY [7]/ 46, XY
del(20)(q11.2,q13.3)[19]
46, XY [10)/46, XY
del(5)(q13q33)[15]
45, XY ,-7,del(3)(q21/23026.2)[25]

46, XY del(5)(q13933)[4]/46,
XY[21]

46, XY der(3)(q?)[4]/46, XY [2]

46, XX [21)/41-
45,XX,dic(1;14)(p36.3;p13),-
5,add(6)(p25),add(9)(q34),t(11;15)(
g12;p13),-15,add(16)(p13),+1-
2mar [cpl0]

ISCN-Formel bei Nachweis klonaler Evolution im Krank-
heitsverlauf
47,XX, t(1;3)(p36;921)+21[18]/47, idem, add(17)(p12)[4]

45,XY,-7[?]/45, XY,- 7, 1(2;11)(q31;p15)[?]/46, XY [?]
46,XY,+i(1)(q10)[?)/46,XY,+i(1)(q10),del 20(q)[?]
46,XY,der(7)t(1;7)(p10;q10)[?]/46,XY,der(7)t(1;7)(p10;q10),+8][
?]

45,X ,-Y[13]/45 X.-Y,del(7)(q22)[5]

46, XX[3]/47,XX,-6,+der(6)t(1;6)(q21p11.3),+8[4]/47, XX,-
6,+der(6),+19[2]/47,XX,+8,-17,+der(17)t(1;17)(q21;p13)[11]/47,
XX,-17,-der(17)t(1;;17)(921;p13),+19[19]

46, XX del(5)(q139g31)[22]/47, XX,idem,+4[3]

46, XY del(7)(q11g35)[18)/45, XY,idem,-22[6]
46, XX [4/47, XX, +8[7]/48, XX,+8,+21[10]
46, XX, del(5)(q13g31)[7])/45,idem,-21[2)/46, XX[7]

46, XY del(5)(q13g33)[1)/46, XY
del(5)(q13933),1(2;11)(p21p23)[1]/46, XY [23]
46, XY del(20)(q11.2)[3)/47, XY,+8,del(20)(11.2)[3]/46,X. -
Y,+8,del(20)(q11.2)[13]/46, XY [4]
46, XY del(20)(q11.2q13.3)[10)/45, XY, idem,-7[15]

46, XY [11)/46, XY del(5)(q13q33)[2]/46,XY,idem,del
(16)(q12.1)[13]
45, XY, -7[8)/45, XY -7, t(1;3)(q24026.1)[12]/46, XY [2]

46, XY del(5)(q139g33)[11]/45,
XY,idem,del(8)(q22),der(12)t(12;20)(p12;?),der(13)t(13;18)(p11
;q7?),del(18)(g12),-20[3]/46,XY,[11]
43,X,-Y,-5,+der(5)t(5;16)(q22/31?;?),-7,-16,del(17)(p13),-
19,+der(19)t(16;19)(?;p107?)[cp5)/44,X,-Y ,-1,+der(1p-
)1(1;3;6)(p?;?;p25),-15,+der(15)t(15;18)(?;g?),-18,-
19,+der(19)t(16;19)(?;p10?)[cp6)/46, XY[3]

46, XX[1]/45, XX,dic(1;14)(p36.3;p13)-10,-14,-
16,+2mar[13]/44,XX,dic(1;14)(p36.3;p13),add(7)(p22),-10,-14,-
16,+mar[2]

*ISCN= International System for Human Cytogenetic Nomenclature
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3.7 Multivariate Analysen

Im Folgenden wurde der gleichzeitige Einfluss von mehreren Variablen auf die Uberle-
benszeit und die AML-freie Uberlebenszeit in multivariaten Analysen untersucht. Folgende

Einflussfaktoren wurden einbezogen:

Alter

o Geschlecht

e Klinische Daten (Werte fur Hamoglobin, Leukozyten, Thrombozyten und Knochen-
mark-Blastenanteil)

e Therapie

o Aberrationen pro Fall

o klonale Evolution

o klonale Evolutionsmuster

3.7.1 Gesamtiberleben in der multivariaten Analyse

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass die Hohe des Blastenanteils im Knochen-
mark signifikant mit der Hohe des Sterberisikos assoziiert war. Patienten mit Knochen-
mark-Blasten von 5%-10% und 11%-20% hatten im Vergleich zu Patienten mit <5%
Blasten im Knochenmark ein 2,6-fach erhéhtes Risiko zu sterben (p<0,02). Bei weiterer
Zunahme der Blastenanteile auf >21% zeigte sich ein 5,7-fach erhdhtes Sterberisiko
(p<0,01). Auch die Zunahme der Aberrationszahl erwies sich im Hinblick auf das Gesamt-
Uberleben als prognostisch ungunstig. Demnach hatten Patienten bei Nachweis von mehr
als drei Aberrationen pro Fall ein 8,3-fach erhohtes Sterberisiko (p<0,01). Das Sterberisiko
fur Patienten mit klonaler Evolution war 3,6-mal so hoch wie das eines Patienten ohne
klonale Evolution (p=0,013). Die klonale Evolution stellte somit einen unabhéngigen Risi-
kofaktor fur eine schlechte Prognose dar. Innerhalb der Evolutionsmuster hatten die Pati-
enten aus den Gruppen ,Genetische Regression“ (Evolutionsmuster C) und
,Undulierender Verlauf* (Evolutionsmuster E) nur ein geringes Sterberisiko, wobei ein
Signifikanzniveau nicht erreicht wurde (HR Evolutionsmuster C 0,4, p=0,143; HR Evoluti-
onsmuster E 0,6, p=0,665). Ein signifikanter Unterschied im Hinblick auf das Gesamtuber-
leben wurde ebenfalls nicht bei den Patienten aus den Gruppen ,Genetische Stabilitat"

(Evolutionsmuster B) und ,Primare Karyotypevolution® (Evolutionsmuster D) festgestellt
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(HR Evolutionsmuster B 2,0, p=0,081; HR Evolutionsmuster D 1,9, p=0,295). Wie bereits
zuvor gezeigt wurde, wiesen Patienten aus der Gruppe ,Genetische Stabilitat® in 16,7%
der Falle komplexe Anomalien auf (Vergleich 3.6.1.1). In dieser Gruppe wurden auch Pati-
enten erfasst, die wahrend des gesamten Verlaufs einen aberranten Karyotyp aufwiesen.
Maoglicherweise hatten diese Patienten bereits initial eine schlechte Prognose, die das Er-

gebnis dieser Gruppe erklaren kénnte.

Ein niedriger H&amoglobin-Wert (<10g/dl, HR 1,8; p=0,055) und eine niedrige
Leukozytenzahl im peripheren Blut (<1,8*103%/ul, HR 2,0; p=0,056) waren mit einem erhoh-
ten Sterberisiko assoziiert. Das Signifikanzniveau wurde allerdings nicht erreicht. Das Al-
ter, das Geschlecht sowie die Therapie hatten keinen signifikanten Einfluss auf das

Gesamtiberleben.

Tabelle 13: Multivariate Analyse, Gesamtiberleben

Gesamtiberleben

95% Konfidenzintervall
Anzahl Hazard Ratio unteres oberes p-Werte
Manner 127
Geschlecht Frauen 75 1,4 0,7 2,6 0,328
Alter 1,0 1,0 1,0 0,616
. Nein 8
Therapie Ja 194 0,6 0,1 4,8 0,646
. >10g/dl 94
Hamoglobin <1og/d| 108 1,8 1,0 3,4 0,055
=21,8*10%/ul 172
Leukozyten <1.8*10%l 30 2,0 1,0 4,0 0,056
2100*10%/pl 88
Thrombo- ok 1,3 0,7 2,3 0,456
zyten <100*103/ul 114
<5% 110 Referenzgruppe <0,01
5-10% 38 2,6 1,2 55 0,015
Blasten im 11-20% 29 2,6 1,2 5,7 0,016
Knochen-
otk 21-30% 8 5,7 15 21,5 <0,01
>30% 17 4,0 1,6 10,0 <0,01
AJEall=0 99 Referenzgruppe <0,01
A/Fall=1 60 2’8 1’3 5'7 <0,01
Aberrationen AlFall=2 15 0,8 0.2 3.1 0,763
ro Fall =
p A/Fall=3 7 5,7 1,5 21,2 <0,01
AlFall>3 21 8,3 25 28,2 <0,01
Nei 153
klonale Evo- e e 36 1,3 9,8 0,013
lution (KE)
gen. Progression (A) 59 Referenzgruppe 0,055
klonale gen. Stabilitat (B) 104 2,0 0,9 4,2 0,081
Evolutions- | gen. Regression (C) 15 0,4 0,1 1,4 0,143
muster priméare KE (D) 17 19 0,6 6,5 0,295
undulierend (E) 7 0,6 0,1 5,3 0,665
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3.7.2 AML-freies Uberleben in der multivariaten Analyse

In der multivariaten Analyse des AML-freien Uberlebens konnte mit Zunahme der
Blastenanteile im Knochenmark ein signifikant erhohtes Risiko fir eine AML-
Transformation beobachtet werden (5-10%, HR 3,3, p<0,01; 11-20%, HR 6,3, p<0,01;
>21%, HR 4,8, p=0,05). Eine klonale Evolution stellte auch hier einen unginstigen
Prognoseparameter dar. So war das Risiko einer Progression in eine AML bei Patienten
mit klonaler Evolution 4,6-fach hoher als bei Patienten ohne klonale Evolution. Eine Zu-
nahme der Aberrationszahl stellte keinen signifikanten Risikofaktor fur eine AML-
Transformation dar. Das Alter, das Geschlecht, die Therapie und die tbrigen klinischen
Parameter (Hamoglobin, Leukozyten und Thrombozyten) sowie die klonalen Evolutions-

muster zeigten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf das AML-freie Uberleben.

Tabelle 14: Multivariate Analyse, AML-freies Uberleben

AML-freies Uberleben

95% Konfidenzintervall
Anzahl Hazard Ratio unteres oberes p-Werte

Manner 112
Geschlecht Frauen 62 1,6 0,8 3,2 0,148
Alter 1,0 1,0 1,0 0,748

. Nein 6
Therapie J; 168 0,0 0,978

. 210g/dI 84
Hamoglobin <1og d % 1,2 06 23 0,551

2>1,8*10%/ul 147
Leukozyten = 8*103/‘:” o 1,9 0.9 40 0,082

>100*103/pl 1
Thrombo- <188*183§E| o 11 0.6 1,9 0,864

zyten
<5% 106 Referenzgruppe <0,01
Blasten im
Konchen- 5-10% 36 3,3 1,6 7.1 <0,01
21-30% 5 4.8 1.0 234 0,050
AJEall=0 89 Referenzgruppe 0,662
AlFall=1 52 1,4 0,6 3,1 0,386
Aberrationen A/Fall=2 12 0,9 0,3 35 0,933
ro Fall =
p A/Fall=3 6 1,3 0,3 6,4 0,721
AlFall >3 15 2,2 0,5 9,3 0,270
Nei 1
klonale Evo- T 3395 46 1,6 13,1 <0,01
lution (KE)

gen. Progression (A) 52 Referenzgruppe 0,415
klonale gen. Stabilitat (B) 87 1,0 0,5 2,1 0,941
Evolutions- | gen. Regression (C) 15 1,0 0,3 3,5 0,939
muster priméare KE (D) 14 0,2 0,0 1,0 0,057
undulierend (E) 6 1,3 0,3 6,4 0,757
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4 Diskussion

Das Ziel dieser retrospektiven Studie war es, die prognostische Bedeutung der klonalen
Evolution und der Evolutionsmuster bei Patienten mit MDS zu untersuchen. Dabei wurden
Daten ausgewertet, die bei deren Erstuntersuchung und bei Verlaufskontrollen erhoben
wurden. Bislang liegen zu dieser Thematik nur wenige Studien vor, in denen teilweise nur
kleine Patientenkollektive und nicht immer hinreichend viele Verlaufsuntersuchungen
durchgefiihrt wurden. Insbesondere die Verlaufsbeobachtungen sind jedoch wichtig, um
die unterschiedlichen Evolutionsmuster herauszuarbeiten. Erstmals wurden von Tricot et
al. 1985 unterschiedliche Evolutionsmuster und deren klinische Verlaufe fur 46 MDS-
Patienten unter Berucksichtigung hauptsachlich der Blastenanteile beschrieben. Bei der
Durchsicht der Literatur findet sich eine Studie (Haferlach et al. 2011), in der die prognos-
tische Bedeutung der klonalen Evolution an einem gré3eren Kollektiv von MDS-Patienten
als in der hier vorliegenden Arbeit untersucht wurde (Tabelle 15). Die unterschiedlichen
Evolutionsmuster wurden jedoch in dieser Studie nicht bertcksichtigt. Somit stellt die vor-
liegende Arbeit einen wesentlichen Beitrag insbesondere zur Klarung der prognostischen

Bedeutung der klonalen Evolutionsmuster bei Patienten mit MDS dar.

Tabelle 15: Studien zu klonaler Evolution

Autoren Jahr Untersuchte Pat. Untersuchte Pat. mit Verlau-
Tricot et al. 1985 46 ffg
Benitez et al. 1985 33 33
Horiike et al. 1988 83 30
Geddes et al. 1990 124 77
White et al. 1994 198 126
Tien et al. 1995 23 18
Lai et al. 2004 41 41
Wang et al. 2010 85 85
Bernasconi et al. 2010 153 153
Haferlach et al. 2011 988 988
Eigene Daten 2014 729 225

Die Inzidenz der klonalen Evolution lag in der vorliegenden Arbeit bei 12,9%. Bei Betrach-
tung der nur aberranten Falle mit NA-Verteilung (normale und aberrante Metaphasen im
Mosaik) und AA-Verteilung (ausschlief3lich aberrante Metaphasen) fand sich eine Inzidenz

von 25,8%. In den bisher veroffentlichten Studien zeigte sich eine grof3e Spannbreite der
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Inzidenz der klonalen Evolution von 7,6% (White et al. 1994) bis 39,0% (Tien et al. 1995).
In den 225 durchgefiihrten zytogenetischen Verlaufsuntersuchungen fand sich eine Inzi-
denz der klonalen Evolution von 8%. Die mediane Beobachtungszeit bis zum Nachweis
einer klonalen Evolution betrug 11,9 Monate. Horiike et al. (1988) fanden in einer sequen-
tiellen Untersuchung von 30 MDS-Patienten bei 10 Patienten (33,3%) eine klonale Evolu-
tion. In einer weiteren Studie mit einem groReren Kollektiv von 77 Patienten mit
Verlaufsuntersuchungen fand sich in 12 Féllen (15,6%) eine klonale Evolution. Die media-
ne Beobachtungszeit betrug 12 Monate (Geddes et al. 1990). Mit einer langeren medianen
Beobachtungszeit von 45,2 Monaten wurde bei 153 MDS-Patienten in 30,7% der Falle
eine klonale Evolution nachgewiesen (Bernasconi et al. 2010). Mogliche Ursache fur diese
grol3en Unterschiede kann die unterschiedlich lange mediane Beobachtungszeit sein. In
diesem Zusammenhang vermuteten Haase et al. (2011) als weitere Ursache auch die un-

terschiedlich gro3en Patientenkollektive.

Frauen wiesen mit 16% signifikant haufiger als Manner (10,7%) eine klonale Evolution auf
(p=0,037). Diese Geschlechtsdifferenz wurde bereits in der Dissertation von Frau Dr.
Schanz (2003) beschrieben und konnte durch die hier vorliegende Arbeit bestétigt werden.
In der Ubrigen Literatur ist eine derartige Geschlechtsdifferenz nicht zu finden. Frauen und
Manner erkranken generell gleich haufig an MDS. Eine Ausnahme zeigt sich beim Auftre-
ten einer 5g-Deletion. Frauen erkranken dann 1,5-fach haufiger im Vergleich zu Mannern.
(Boultwood et al. 1994, Van den Berghe und Michaux 1997, Giagounidis et al. 2004). In
der vorliegenden Studie wiesen Patienten mit klonaler Evolution signifikant haufiger eine
5g-Deletion auf als Patienten ohne klonale Evolution (p<0,01). Pedersen zeigte 1998 in
einer Meta-Analyse, dass Frauen mit einer 5g-Deletion Uberwiegen, bedingt dadurch, dass

Frauen durchschnittlich langer als Manner mit einer entsprechenden Deletion Uberleben.

Die Auswertung der Uberlebensdaten in der vorliegenden Arbeit belegt, dass die klonale
Evolution mit einer ungiinstigen Prognose einhergeht. Die mediane Uberlebenszeit der
Patienten mit klonaler Evolution betrug 24,4 Monate (n=72). Bei Patienten ohne klonale
Evolution dagegen betrug diese 103,6 Monate (n=421, p<0,01). In friheren Studien konn-
te die verkiirzte Uberlebenszeit von Patienten mit klonaler Evolution anhand kleinerer Fall-
zahlen ebenfalls beobachtet werden. So wurde in der Studie von Horiike et al. (1988)
gezeigt, dass 10 Patienten mit klonaler Evolution im Median eine signifkant kiirzere Uber-
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lebenszeit aufwiesen als 20 Patienten ohne klonale Evolution (2,5 Monate vs. 20 Monate)
Ebenfalls konnten Geddes et al. (1990) und White et al. (1994) eine signifikant kirzere
Uberlebenszeit bei 12 bzw. 15 MDS-Patienten mit klonaler Evolution nachweisen. In einer
Studie von Wang et al. (2010) betrug die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit
Karyotypevolution (n=18) 25,8 Monate. Patienten ohne klonale Evolution (n=67) zeigten
eine um 19,6 Monate verlangerte Uberlebenszeit (p<0,01). In einer aktuellen Untersu-
chung eines Kollektivs von 2902 MDS-Patienten von Schanz et al. (2012) konnte bei Be-
trachtung der nur aberranten Falle ebenfalls eine verkiirzte Uberlebenszeit mit nur 11,4
Monaten bei klonaler Evolution im Vergleich zu 28,9 Monaten (p<0,01) bei fehlender

klonaler Evolution beobachtet werden.

Dariiber hinaus konnten in der vorliegenden Arbeit zwei weitere wesentliche Aspekte der
prognostischen Relevanz der klonalen Evolution herausgearbeitet werden. So zeigte sich,
dass die Prognose davon abhéngt, ob bereits bei der Erstdiagnose eine klonale Evolution
vorliegt und falls nicht, wie schnell diese im Erkrankungsverlauf eintritt. Es wurde festge-
stellt, dass Patienten mit Nachweis einer klonalen Evolution bereits bei Erstdiagnose eine
kurzere Uberlebenszeit aufwiesen als Patienten, die erst im Krankheitsverlauf eine solche
entwickelten (8,2 Monate vs. 32,6 Monate, p<0,01). Die klonale Evolution ist ein Kriterium,
welches die Dynamik und damit den Progress der Erkrankung widerspiegelt (Haase 2005).
Es ist davon auszugehen, dass bei Patienten mit klonaler Evolution zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bereits ein maximal maligner Zellklon vorlag. Die Patienten hatten sich még-
licherweise hier schon in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium befunden und die
verschiedenen Evolutionsschritte konnten somit in einer einzigen zytogenetischen Unter-
suchung erfasst werden. Dies erklart die ungunstige Prognose der Patienten mit einer
klonalen Evolution bereits bei Erstdiagnose. Es wurde dariiber hinaus untersucht, ob die
Prognose vom Zeitpunkt des Auftretens der klonalen Evolution innerhalb der sequentiellen
zytogentischen Untersuchungen abhangt. Es konnten zwei Gruppen unterschieden wer-
den. Zum einen eine Gruppe, bei der sehr rasch eine klonale Evolution nachgewiesen
wurde (5,3 Monate) und zum anderen eine Gruppe, die Uber einen langeren Zeitraum hin-
weg erst eine Karyotypevolution entwickelte (21,9 Monate, p<0,01). Zwischen diesen bei-
den Gruppen fanden sich auch Unterschiede in den medianen Uberlebenszeiten. So
wiesen Patienten mit friher Karyotypevolution (<365 d, Vergleich 3.2.4) eine mediane
Uberlebenszeit von 13,25 Monaten auf, wahrend die mediane Uberlebenszeit bei Patien-
ten mit einer spaten Evolution (>365 d) 32,56 Monate betrug (p=0,061). In einer friheren

60



Diskussion

retrospektiven Studie von Ohyashiki et al. (1995) konnte in 15 Fallen ebenfalls ein Unter-
schied im zeitlichen Auftreten einer klonalen Evolution nachgewiesen werden (KE <100 d
vs. KE >100 d nach Erstdiagnose). Patienten, die innerhalb von 100 Tagen eine klonale
Evolution entwickelten, wiesen komplexe Aberrationen auf. Innerhalb der klonalen Evoluti-
on kann hinsichtlich des zeitlichen Auftretens weiter differenziert werden und das friihe
Auftreten (<365 d) der klonalen Evolution ist mit einer verkiirzten Uberlebenszeit assozi-
iert. Ferner ist der Diagnosezeitpunkt der klonalen Evolution von prognostischer Bedeu-
tung. Dies sollte Anlass geben, dieses Phanomen an gro3eren Patientenkollektiven weiter

zu Uberprufen.

In der vorliegenden Arbeit konnte nicht nur die prognostische Bedeutung der klonalen Evo-
lution fir die Uberlebenszeit, sondern auch fiir die AML-freie Uberlebenszeit gezeigt wer-
den. Bereits Bernasconi et al. ermittelten ein 36-fach erhohtes Risiko einer AML-
Transformation bei Patienten mit klonaler Evolution mittels univariater Cox-
Regressionsanalyse (Bernasconi et al. 2010). Auch in alteren Publikationen wurde, trotz
geringer Fallzahlen, ein erhohtes Risiko fur das Auftreten einer AML bei Vorliegen einer
klonalen Evolution beschrieben (Horiike et al. 1988, Geddes et al. 1990, Wang et al.
2010). In der hier vorliegenden Arbeit konnte dieses Ergebnis nun mit einer grof3eren Fall-
zahl reproduziert werden. So entwickelten mehr als doppelt so viele Patienten mit klonaler
Evolution eine AML als Patienten ohne klonale Evolution (48,0% vs. 21,4%, p<0,01). Wah-
rend die AML-freie Uberlebenszeit fiir Patienten mit klonaler Evolution bei einem Median
von 17,5 Monaten lag, konnte das 50%- und auch das 25%-Perzentil fir Patienten ohne
klonale Evolution nicht erreicht werden (p<0,01). In einer Studie von Schanz et al. (2012),
in der ausschlief3lich aberrante Falle untersucht wurden, wurde ebenfalls eine verkirzte
AML-freie Uberlebenszeit bei Vorliegen einer klonalen Evolution festgestellt (33 Monate
vs. 121,2 Monate, p<0,01). In der vorliegenden Arbeit wurde dariber hinaus der Frage
nachgegangen, ob ein Ubergang in eine AML bei Patienten mit friiher bzw. spéater klonaler
Evolution miteinander korreliert. Dieser Zusammenhang ist neu und wurde unseres Wis-
sens bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe untersucht. Diesbezlglich konnten jedoch,
trotz groRer Differenzen hinsichtlich der AML-freien Uberlebenszeit (6,8 Monate vs. 20,3
Monate), keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit friher und spater

klonaler Evolution gefunden werden (p=0,242).
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Das Auftreten einer klonalen Evolution korreliert eng mit komplexen Anomalien durch das
Hinzukommen weiterer Aberrationen und Akkumulation von Aberrationen (Haase 2005,
Haase 2008). Bei Patienten mit klonaler Evolution lag eine hohe Aberrationsrate mit
Nachweis von mehr als drei Aberrationen in 43,6% der Féalle vor. Dies impliziert, dass
zytogenetische Aberrationen bei klonaler Evolution kumulieren. Zusatzliche Aberrationen
treten bei der klonalen Evolution haufiger in Form von komplexen Aberrationen auf. Pati-
enten mit klonaler Evolution wiesen mit 54,3% doppelt so haufig komplexe Anomalien auf
wie Patienten ohne klonale Evolution (p<0,01). Dass die klonale Evolution mit einer Zu-
nahme der Komplexitat einhergeht, konnte ebenfalls in einer Arbeit von Haferlach et al.
(2011) gezeigt werden. Daruber hinaus war die klonale Evolution haufiger mit einem
Ubergang in eine hohere Gruppe des IPSS-Risikoscores verbunden. Bei Patienten mit
klonaler Evolution und zusatzlich komplex aberrantem Karyotyp fand sich in der vorliegen-
den Arbeit eine verkiirzte Uberlebenszeit von 3,8 Monaten. Diese verlangerte sich bei die-
sen Patienten ohne den Nachweis eines komplexen Karyotyps auf 32,6 Monate (p<0,01,
Vergleich 3.3.2). Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass die Anzahl der Aberrationen
sowie die Komplexitat des Karyotyps einen ungiinstigen Einfluss auf die mediane Uberle-
benszeit haben (Haase et al. 2007, Haase 2008, Schanz et al. 2012). In der vorliegenden
Arbeit konnte veranschaulicht werden, dass sich die klonale Evolution bei Vorliegen eines
komplexen Karyotyps zusétzlich negativ auf die mediane Uberlebenszeit auswirkt und sich

diese dadurch weiter verkirzt.

Eine semiquantitative Angabe fur die Zunahme des aberranten Klons ist der Anomalie-
Verteilungstyp (Schanz 2003, Haase 2005, Bloomfield 1984). Unterschieden werden dabei
drei Kategorien: NN-Karyotyp (ausschlie3lich normale Metaphasen), NA-Karyotyp (norma-
le und aberrante Metaphasen im Mosaik) und AA-Karyotyp (ausschliel3lich aberrante
Metaphasen). Einige Studien konnten bereits die prognostische Relevanz der Zunahme
der KlongroéRe bei MDS-Patienten aufzeigen (Geddes et al. 1990, Gonzalez Manso et al.
1992, White et al. 1994, Schanz 2003, Haase 2005). Unter Einbeziehung der klonalen
Evolution konnte in der vorliegenden Arbeit eine neuartige, erweiterte Subgruppeneintei-
lung des Anomalie-Verteilungstyps vorgenommen werden. So konnten neben den bisher
beschriebenen drei Subgruppen zwei weitere Gruppen definiert werden. Zwei wesentliche
Aspekte sind hieraus ersichtlich geworden: Die Prognose wird zum einen durch die Zu-
nahme der Klongro3e und zum anderen durch das Hinzukommen von zusatzlichen Aber-

rationen beeinflusst. So zeigte sich bei Patienten mit einer klonalen Evolution, dass die
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mediane Uberlebenszeit bei Vorliegen einer KlongréRe von 100% mit 6,6 Monaten signifi-
kant kirzer war als bei Vorliegen einer NA-Verteilung (Klongréf3e 1-99%) mit 18,0 Mona-
ten (p=0,046). Auch bei den ausschliel3lich aberranten Karyotypen (AA) zeigte sich eine
signifikante Verkirzung der medianen Uberlebenszeit bei Vorliegen einer klonalen Evolu-
tion um 12,9 Monate (6,6 Monate vs. 19,5 Monate, p=0,022). Innerhalb der Gruppe der
Patienten mit Karyotypevolution bleibt der Einfluss des Verteilungstyps hinsichtlich der
Prognose bestehen und erlaubt die Einteilung weiterer klinischer Subgruppen.

Weiterhin wurde die Inzidenz distinkter zytogenetischer Aberrationen innerhalb der Gruppe
der Patienten mit klonaler Evolution und dartber hinaus auch innerhalb der verschiedenen
zytogenetischen Evolutionsmuster untersucht. Betrachtet wurden die haufigsten Anoma-
lien (Deletion 59, Monosomie 7/Deletion 7q, Trisomie 8, Deletion 20q, 17p-Anomalien und
der Y-Verlust). In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass bei 5g-Anomalien durch
zusatzliche einzelne Anomalien und multiple Anomalien die Uberlebenszeit der Patienten
signifikant verkirzt wird (Giagounidis et al. 2006, Haase et al. 2007, Haase 2008, Schanz
et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer
klonalen Evolution signifikant haufiger 5g-Veranderungen aufweisen als Patienten ohne
klonale Evolution (46,7% vs. 25,0%, p<0,01). Benitez et al. berichteten, dass in der Mehr-
schrittpathogenese der MDS 5g-Anomalien mit einer Expansion des aberranten Zellklons
einhergehen (Benitez et al. 1987). Darlber hinaus wird diskutiert, dass molekulargene-
tisch zwei benachbarte Regionen, eine zentromernahe und eine mehr telomerwarts gele-
gene Region, innerhalb der Bande 5q31 existieren. Abhangig von der
molekulargenetischen Region ist der klinische Verlauf mit einer unginstigen Prognose
(zentromernahe Region) oder einer gunstigen Prognose (telomernahe Region) assoziiert
(Nagarajan 1995, Boultwood et al. 2002, Olney et al. 2002, Pellagatti et al. 2006, Haase
2008). Die Hypothese der Mehrschrittpathogenese der klonalen Evolution und die Bedeu-
tung der 5g-Deletion, die zu einer Expansion des aberranten Zellklons fihrt, wird durch
unsere Daten unterstitzt. Auch in einer deutsch-Gsterreichischen Studie (Steidl et al.
2005) wurde eine Korrelation zwischen der Karyotypevolution und der 5g-Deletion beo-
bachtet. In dieser Studie wurde bei 155 Patienten das Auftreten zusatzlicher Chromoso-
menanomalien, die Zunahme der Klongro3e auf >20% und die Entstehung eines komplett
aberranten Karyotyps (AA) bei initialem Mosaik-Karyotyp (NA) untersucht. Auch hier stellte
die 5g-Deletion die haufigste Anomalie bei klonaler Evolution dar. In einer aktuell publizier-
ten Studie von Zemanova et al. (2014) wurden 157 MDS-Patienten mit komplexen Anoma-
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lien untersucht. In 47% der Féalle wurden Chromosomenumbauten, méglicherweise als
Folge einer ,Chromothripsis®, gefunden. In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass die
5¢g-Deletion instabil war und haufig in Kombination mit unterschiedlichen unbalancierten

Anomalien vorlag. Diese Patienten wiesen eine sehr unginstige Prognose auf.

Die Monosomie 7/7g-Deletion erwies sich in der vorliegenden Arbeit als unginstige Index-
Aberration innerhalb der klonalen Evolution. Gemal der Literatur sind Monosomie 7/7q-
Deletion als prognostisch ,ungunstig“ fur MDS-Patienten eingestuft (Haase 2008, Schanz
et al. 2012). Die zugrunde liegende Arbeit zeigte, dass die mediane Uberlebenszeit von
Patienten mit klonaler Evolution, welche eine Monosomie 7/7qg-Deletion aufwiesen, kurzer
war als von denjenigen, bei denen die Monosomie 7/7qg-Deletion nicht als Index-Aberration
vorlag (8,2 Monate vs. 18,2 Monate, p=0,020). In einer Studie von Jabbour et al. (2013)
wurde bei MDS-Patienten das Auftreten von Chromosomenanomalien im Erkrankungsver-
lauf bei initial normalem Karyotyp oder innerhalb eines bereits aberranten Karyotyps ge-
maf Shaffer et al. (2013) untersucht. Dies war bei 107 von 365 Patienten (29%) der Fall.
Bei 20% traten Chromosom 7 Anomalien und in 15% der Félle eine Trisomie 8 auf. Ein
gehauftes Auftreten einer Trisomie 8 bei klonaler Evolution konnte in der vorliegenden
Studie nicht eruiert werden. So fand sich bei 20,7% der Patienten mit und bei 17,4% der
Patienten ohne klonale Evolution eine Trisomie 8. In der Literatur wird die Trisomie 8 als
eine haufige sekundare Anomalie bei Patienten mit klonaler Evolution beschrieben (Steidl
et al. 2005). Die Tabelle 16 fasst eine Liste mit den haufigsten primaren Anomalien und

sekundaren Anomalien bei MDS-Patienten zusammen (Haase et al. 2011).

Tabelle 16: Primare und sekundare Aberrationen bei MDS geméalR Johansson et al. 1996, Mallo et al.
2011, Steidl et al. 2005 (Haase et al. 2011, S. 64. Mit freundlicher Genehmigung des Verlags)

primére Aberrationen assoziierte sekundare Aberrationen
der(1;7)(p10;q10) +8
der (3921/g26) -7
del(5q) -7,+8,del(12q),der(17p),+21,-18/18q-,-Y
-7 del(20q),+8,+21
+8 del(5q),-7,+8,-17/der(17p),+22,-Y
del(20q) -7/del(7q),+8,+21

Hinsichtlich der priméren und sekundéaren Anomalien wurde in der vorliegenden Arbeit
deskriptiv die Zytogenetik der Patienten, bei denen im Krankheitsverlauf eine klonale Evo-

lution nachgewiesen wurde, analysiert (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Priméare und sekundéare Aberrationen bei klonaler Evolution, eigene Daten

primare Aberrationen assoziierte sekundare Aberrationen
der(1;7)(p10;q10) +8
del(20q) -7179-, +8, -Y
+4, -20, -21, del(16)(12.1), t(2;11)(p21p23), del
50- (8)(g22), der(12) t(12;20)(p12;?), der(13)
t(13;18)(p11;9?), del(18)(q12)
-7170- 1(1;3)(g24926.1), 1(2;11)(q31q15)

Bei den hier erfassten Féllen mit 5g-Deletionen waren die nachgewiesenen sekundaren
Anomalien besonders heterogen. Haufig fanden sich bei Patienten mit einer 5q-Anomalie
unbalancierte strukturelle Anomalien. Die in der Tabelle 16 zusammengefassten Daten
aus den Publikationen von Johansson et al. (1996), Mallo et al. (2011), Steidl et al. (2005)
fur die priméaren Aberrationen der(1;7)(p10;g10) und del(20qg) konnte in der vorliegenden
Arbeit bei Patienten mit klonaler Evolution reproduziert werden. Beachtet werden muss,
dass bei MDS-Patienten aufgrund der zytogenetischen Vielfalt auch unterschiedliche
Kombinationen von Aberrationen vorliegen (Haase 2008). Aus publizierten Daten ist be-
kannt, dass komplexe Anomalien mit unbalancierten strukturellen Anomalien, wie bei-
spielsweise am Chromosom 5qg und 7q, assoziiert sind und mit einer groReren Haufigkeit
bei Patienten mit einer klonalen Evolution auftreten (Haase 2008). Die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. med. D. Haase (Laborleitung Diagnostiklabore, UMG) hat in diesem Zusammen-
hang das Schema zur Darstellung der Evolutionsmuster von Tricot et al. (1985) weiterent-
wickelt (Abbildung 37). Eine Progression der Erkrankung und eine schlechtere Prognose
sind mit Veranderungen des p53-Gens assoziiert und treten bei ca. 10% der MDS-
Patienten auf (Lai et al. 1995, Sebaa et al. 2012). Dartber hinaus zeigten Studien, dass
die Mutation des p53-Gens haufig bei komplexen Karyotypen mit 5g-Deletionen und 17p-
Deletionen vorliegt (Sebaa et al. 2012, Martinez-Ramirez et al. 2004). Auch zeigten Vol-
kert et al. (2014) in einer Studie mit 1200 MDS- und AML- Patienten, dass 5qg-Deletionen
haufiger mit klonaler Evolution und einer p53-Mutation assoziiert waren. Diese Patienten
erlebten einen raschen Erkrankungsprogress. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ne-
ben dem haufigen Auftreten einer 5g-Deletion bei klonaler Evolution auch gezeigt werden,
dass auch 17p-Deletionen mit klonaler Evolution assoziiert sind (5,4% vs. 1,1%, p=0,030).
Weiterhin erwies sich die 17p-Deletionen als prognostisch sehr ungiinstig, wenn diese bei

Patienten mit klonaler Evolution auftraten (1,8 Monate vs. 17,9 Monate, p=0,002).
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Abbildung 37: Muster der klonalen Evolution gemaf Tricot et al. 1985, modifiziert (Haase et al. 2011
S. 65. Mit freundlicher Genehmigung des Verlags)

Die alteste publizierte Studie, die zu Evolutionsmustern durchgefihrt wurde, stammt von
Tricot et al. (1985). 46 Patienten mit zytogenetischen Verlaufsuntersuchungen wurden
hinsichtlich ihrer klinischen Verlaufe in vier Gruppen eingeteilt. Bei der Einteilung wurde im
Wesentlichen der Blastenanteil im Knochenmark bertcksichtigt. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Einteilung der Evolutionsmuster erweitert und modifiziert. Anhand von 280 Pati-
entendaten (Daten zur klonalen Evolution bei Erstdiagnose und 225 Verlaufsdaten) erfolg-
te eine Einteilung in unterschiedliche klinische Verlaufe. Dabei wurde die prognostische
Relevanz unterschiedlicher klonaler Evolutionsmuster untersucht. Die meisten Patienten
(n=126, 45,0%) wurden in der Gruppe ,,Genetische Stabilitat” erfasst. Es zeigte sich, dass
diese Patienten mit im Median 186,8 Monaten die langste Uberlebenszeit aufwiesen. 73
Patienten (26,1%) bildeten die Gruppe ,Genetische Progression® und hatten eine mediane
Uberlebenszeit von 47,2 Monaten. Die Gruppe ,Genetische Regression“ bestand aus 18
Patienten. Die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe lag bei 37,5 Monaten. Eine mog-
liche Erklarung fur die schlechtere Prognose dieser Patienten war madglicherweise ein
frihzeitiger Therapiebeginn. Es ist anzunehmen, dass diese Patienten initial eine ungins-
tigere klinische Prognose und damit einen Therapiebedarf aufgewiesen haben. 94,4% der
Patienten wurden therapiert. In 35,3% der Félle erhielten die Patienten eine Chemothera-

pie. Eine deutliche Verkirzung der medianen Uberlebenszeit auf nur 3,6 Monate wurde
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bei den Patienten aus der Gruppe ,Primare Karyotypevolution festgestellt. Die beste
Prognose ergab sich fur Patienten aus der Gruppe mit undulierendem Verlauf. Hier konnte
das 50%- und auch das 25%-Perzentil nicht erreicht werden. Diese Unterschiede erreich-
ten ein hochsignifikantes Niveau. Dies wurde in der Literatur bisher so nicht beschrieben.
Allerdings wurde in einer aktuellen Studie von Bochtler et al. (2013) auch unterschiedliche
Subklonmuster/Evolutionsmuster bei Patienten mit AML herausgearbeitet. Auch hier wur-
den Daten konventioneller Karyotypisierung der Metaphasechromosomen verwendet.
Subklone wurden bei 418 von 2639 Patienten gefunden (15,8%). Bei Berticksichtigung nur
der aberranten Falle waren es 33% (418/1266). Die Subklonhaufigkeit lag bei
zytogenetischen Hochrisikopatienten mit knapp 70% noch hoher. Anhand der Anzahl der
Subklone (2-5) stellten Bochtler et al. schematisch Evolutionsmuster dar. In dieser Studie
wurde auch gezeigt, dass bei Ubergang eines MDS in eine AML mindestens ein Subklon
vorlag. In einer Studie von Braulke et al. (2013) konnte gezeigt werden, dass das Auftreten
einer klonalen Evolution bei MDS auch mittels FISH-Analyse (fluorescence in situ
hybridization) von CD34+ Stammzellen aus dem peripheren Blut erkannt werden kann. Bei
9 von den 385 untersuchten Patienten konnte die klonale Evolution allerdings nur in der
konventionellen zytogenetischen Untersuchung und nicht in der FISH-Analyse nachgewie-
sen werden. Folgende Aberrationen wurden in diesem Zusammenhang haufig gefunden: -
7/del(7q), del(20q), del(21q)/-21/+21, del(5q), del(17p), +8, Y-Verlust.

In einer multizentrischen Studie von Steidl et al. (2005) wurden tber 500 Patienten hin-
sichtlich der Karyotypevolution in drei Gruppen eingeteilt. Hierbei wurden folgende Sub-
gruppen unterschieden: Auftreten von zusétzlichen Aberrationen zu bereits vorhandenen
Aberrationen, KlongroBenzunahme um >20% und komplett aberranter Karyotyp bei
initialem Mosaik-Karyotyp. Dies entspricht in der vorliegenden Arbeit der Gruppe ,Geneti-
sche Progression®. In dieser Studie wurde herausgearbeitet, dass Patienten die einen ini-
tial normalen Karyotyp hatten und schliel3lich im Verlauf ihrer Erkrankung eine
Karyotypevolution entwickelten, eine schlechte Prognose hatten. In einer Studie von
Marisavljevic et al. (2013) zum Thema Karyotypevolution wiesen die untersuchten 76
MSD-Patienten initial nahezu ebenso haufig einen normalem Karyotyp wie aberrante
Metaphasen (24,5% vs. 26,1%) auf. Es fanden sich auch keine signifikanten Unterschiede
zwischen diesen beiden Gruppen hinsichtlich des Gesamtuberlebens (60 Monate vs. 35
Monate, p=0,06) und der Transformation in eine akute Leukdmie (49 Monate vs. 32 Mona-

te, p=0,26). Von diesen Autoren wurden daher die bisher veroffentlichten Daten zur prog-
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nostischen Bedeutung der klonalen Evolution (Wang et al. 2010, Geddes et al. 1990,
Horiike et al. 1988) kritisch hinterfragt. Allerdings ist dabei anzumerken, dass die Aussa-
gekraft der Studie von Marisavljevic et al. (2013) aufgrund ihrer geringen Fallzahl limitiert
ist. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen belegen die bisher veroffentlichten Stu-
dien Uberwiegend, dass bei Patienten mit MDS die klonale Evolution mit einer unguinstigen
Prognose in Hinblick auf das Gesamtiiberleben und den Ubergang in eine AML assoziiert
ist. In der vorliegenden Arbeit konnte in der mutlivariaten Analyse dariiber hinaus gezeigt
werden, dass die klonale Evolution einen wichtigen unabhangigen Prognosefaktor dar-

stellt.

4.1 Methodenkritik

Ein generelles Problem bei retrospektiven Studien stellt die lickenlose Erfassung von Pa-

tientendaten dar.

Bei den insgesamt 225 erfassten zytogenetischen Verlaufsdaten ergaben sich im Rahmen
der weiteren Einteilungen, wie beispielweise in die unterschiedlichen Evolutionsmuster,
zum Teil nur kleine Subgruppen. Die Ergebnisse dieser Studie sollten daher in grof3eren

Patientenkollektiven mit entsprechenden zytogenetischen Verlaufsdaten vertieft werden.

Bei der Datenerhebung zum Zeitpunkt der Erstdiagnose fanden sich ebenfalls kleinere
Lucken, die aufgrund der Grol3e des Patientenkollektivs von 729 Patienten wenig ins Ge-
wicht fielen.

Dennoch konnte insgesamt ein wesentlicher Beitrag zur Beurteilung der prognostischen
Relevanz der klonalen Evolution und der Evolutionsmuster bei Patienten mit MDS heraus-

gearbeitet werden.

4.2 Ausblick

Die Zytogenetik stellt einen wichtigen unabhéangigen Prognosefaktor bei Patienten mit
MDS dar (Greenberg et al. 1997, Schanz et al. 2012). Die Patienten weisen sehr hetero-
gene Krankheitsverlaufe auf, die von einem Uber viele Jahre anhaltenden stabilen Verlauf
zu einem schnellen Progress bis hin zur Transformation in eine AML reichen (Germing
und Haas 2009). Bei etwa 50% der erkrankten Patienten finden sich in der
zytogenetischen Untersuchung klonale chromosomale Aberrationen (Toyama et al. 1993,
Solé et al. 2005, Haase et al. 2007, Haase 2008). Mit Erfassung des Karyotyps nicht nur

zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, sondern auch im Erkrankungsverlauf durch sequentielle
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zytogenetische Untersuchungen kann ein Progress der Erkrankung mit Einfluss auf die

weitere Prognose festgestellt werden.

Die klinische Indikation zu zytogenetischen Verlaufsuntersuchungen ist bei Patienten ge-
geben, bei denen ein kuratives Therapiekonzept verfolgt wird, da durch eine
zytogenetische Verlaufsuntersuchung ein Progress frihzeitig erkannt werden kann und
ohne Zeitverlust zum Beispiel eine Knochenmarkspendersuche oder eine andere Thera-
pieeskalation vorgenommen werden kann. Bei einem palliativen Ansatz ist die Untersu-
chung unter laufender Therapie sinnvoll, um einen eventuell auftretenden Wirkverlust der
Therapie zu erfassen, um nicht langer als nétig mit einer mdglicherweise unwirksamen
und teuren Substanz zu therapieren. Nur so kann friihzeitig eine dem Krankheitsverlauf

angepasste Therapie moglich gemacht werden

In den bisher veroffentlichen Prognose Scoring-Systemen sind die klonale Evolution und
Evolutionsmuster nicht beriicksichtigt. Mit dem international etablierten IPS-Score
(Greenberg et al. 1997) kann beispielsweise das personliche Risiko nicht eindeutig beur-
teilt werden. So wurden alle Patienten mit einer Aberration in die zytogenetische Subgrup-
pe intermediar® eingeteilt, wenn diese nicht den Chromosomenveranderungen der
Einteilung ,niedrig® oder ,hoch“ entsprachen. Im Rahmen einer Revision der
zytogenetischen Risikogruppen (Schanz et al. 2012) auf der Basis eines wesentlich grofl3e-
ren Datensatzes wurden, statt der bisher drei, finf zytogenetische Risikogruppen unter-
schieden. Dadurch wurde die prognostische Prazision erhéht und damit eine bessere
Einschéatzung des individuellen Risikos erméglicht. In der vorliegenden Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass die Karyotypevolution in Abhangigkeit von der klonalen Zusammenset-
zung und des Auftretens von neuen Anomalien die Prognose des Patienten deutlich
verschlechtert. Da den unterschiedlichen Erkrankungsverlaufen bestimmte zytogenetische
Muster zugrunde liegen, sollten diese in Zukunft ebenfalls in Scoring-Systemen erfasst

werden.
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5 Zusammenfassung

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind klonale Erkrankungen der hamatopoetischen
Stammzellen, die sich im Krankheitsbild und Progressionsverhalten sehr heterogen dar-
stellen. Der Progress der Erkrankung vollzieht sich im Rahmen einer Mehrschrittpathoge-
nese. Die genetische Instabilitdt beginstigt die graduelle oder plétzlich auftretende
Akkumulation von Aberrationen und damit die Entstehung einer klonalen Evolution. Diese

spiegelt somit den Erkrankungsprogress wider (Haase 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde die prognostische Relevanz der klonalen Evolution sowie
der unterschiedlichen Evolutionsmuster in Hinblick auf die unterschiedlichen klinischen
Erkrankungsverlaufe bei Patienten mit MDS und MDS-AL untersucht.

Dabei wurden retrospektiv die Daten von 729 Patienten ausgewertet. 225 Verlaufsunter-
suchungen mit insgesamt 1208 Chromosomenanalysen wurden in der Auswertung be-
ricksichtigt. Es konnte gezeigt werden, dass das Vorkommen einer klonalen Evolution mit
einer ungunstigen Prognose assoziiert ist. So wiesen Patienten mit einer klonalen Evoluti-
on signifikant kiirzere Uberlebenszeiten als Patienten ohne klonale Evolution auf (24,4
Monate vs. 103,6 Monate, p<0,01) und zeigten haufiger einen Ubergang in eine AML
(48,0% vs. 21,4%, p<0,01). Der Ubergang in eine AML geschah zudem in einem deutlich
kurzeren Zeitintervall als bei Patienten ohne klonale Evolution (17,5 Monate vs. n.e.,
p<0,01). Weiterhin konnte die klonale Evolution hinsichtlich des Zeitpunkts ihres Auftretens
in eine frihe und eine spéate klonale Evolution unterteilt werden (im Median nach 5,3 Mo-
naten vs. 21,9 Monaten, p<0,01). Dabei stellte sich heraus, dass auch der Zeitpunkt des
Auftretens eine prognostische Bedeutung hat. Auch der Diagnosezeitpunkt einer klonalen
Evolution stellt einen Prognosefaktor dar. Bei Nachweis einer klonalen Evolution bereits
bei Erstdiagnose war die Prognose deutlich schlechter (8,2 Monate vs. 32,6 Monate,
p<0,01). Innerhalb der Gruppe der Patienten mit klonaler Evolution bleibt der Einfluss des
Verteilungstyps hinsichtlich der Prognose bestehen und erlaubt die Einteilung weiterer Kli-
nischer Subgruppen. Dabei waren die Zunahme der Klongro3e (6,6 Monate vs. 18,0 Mo-
nate, p=0,046) und das Auftreten von zusatzlichen Aberrationen im Verlauf (6,6 Monate
vs. 19,5 Monate, p=0,022) mit einer ungunstigen Prognose assoziiert. Die bisher be-
schriebenen Evolutionsmuster von Tricot et al. (1985), im Wesentlichen basierend auf den
Blastenanteil, wurden unter Einbeziehung der Zytogenetik erweitert und insgesamt in flnf
Hauptgruppen unterteilt. Anhand der erhobenen Primér- und Verlaufsdaten war es mog-

lich, unterschiedliche prognostisch relevante klinische Verlaufe zu erfassen und die be-
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schriebenen Evolutionsmuster von Tricot et al. (1985) bestimmten Chromosomenanoma-
lien zuzuordnen. Als prognostisch ungunstig erwiesen sich die Index-Aberrationen
Monosomie 7/7g-Deletion (8,2 Monate vs. 18,2 Monate, p=0,020) und 17p- Anomalien
(1,8 Monate vs. 17,9 Monate, p=0,002) innerhalb der klonalen Evolution. Haufige Anoma-

lien bei Nachweis einer klonalen Evolution waren die 5g-Deletion und 17p-Anomalien.

In den bisher veroffentlichten Prognose Scoring-Systemen sind die klonale Evolution und
Evolutionsmuster nicht bertcksichtigt. Ein Progress der Erkrankung kann durch sequenti-
elle zytogenetische Untersuchungen festgestellt werden und somit frilhzeitig eine dem
Krankheitsverlauf angepasste Therapie mdglich gemacht werden. Wie in dieser Arbeit ge-
zeigt wurde, stellt die klonale Evolution und Evolutionsmuster einen wichtigen
Prognosefaktor dar. Diese sollten in Zukunft ebenfalls in Scoring-Systemen erfasst wer-

den, um damit eine bessere Einschatzung des individuellen Risikos zu ermdéglichen.
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