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1 Einleitung

Das myelodysplastische Syndrom (MDS) ist eine Erkrankung mit komplexen pathophysio-
logischen Vorgingen und einer mehrstufigen, interdiszipliniren Diagnostik. Die Erfor-
schung des MDS ist essentiell fir eine adiquate Diagnosestellung und darauf aufbauende
Therapieplanung. Im Folgenden werden die Hintergriinde und die Zielsetzung der Arbeit
erldutert. Die Einleitung befasst sich mit der Beschreibung der funktionellen Anatomie des
Knochenmarks, gefolgt von Hintergriinden tber die Entstehung, Untersuchung und Be-
handlung des myelodysplastischen Syndroms. Besondere Aufmerksamkeit wird dem diag-
nostischen Arbeitsablauf, vor allem der Rolle von Pathologie und Zytogenetik sowie deren
Einfluss auf Diagnose, Prognose und Therapieplanung, geschenkt. Von den Herausforde-
rungen, die sich in der tiglichen klinischen Praxis ergeben, wird die Fragestellung der Arbeit

abgeleitet.

1.1 Himatopoiese und Knochenmark

Die Himatopoiese, die Neubildung von Blutzellen, ist ein notwendiger physiologischer Vor-
gang. Die Notwendigkeit zur Regeneration ergibt sich aus den natiirlich begrenzten Lebens-
erwartungen der verschiedenen Blutbestandteile (Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten)
und ermoglicht ein konstantes Level dieser Zellen in der Peripherie. Der Ort der Blutbildung
beim Erwachsenen ist das Knochenmark. Die Kenntnis der Physiologie und der reguliren
funktionellen Anatomie ist Grundlage fiir die Beurteilung von Gewebsproben mit Verdacht
auf MDS, bei der eine Stérung derselben vorliegt. Die folgenden Abschnitte fithren in diese

Thematik ein.

1.1.1 Entwicklung der adulten Himatopoiese

Wahrend der fetalen Entwicklung des menschlichen Organismus werden abhingig von Ort
und Zeitpunkt drei himatopoietische Phasen unterschieden: eine mesoblastische, eine hepa-
tische und eine medullire (Buchkley und Verfaillie 2011). Zuerst bilden sich in der dritten
Schwangerschaftswoche Blutinseln in der Wand des Dottersacks. Ab der 6. Woche entwi-
ckeln sich im Extravasalraum der Leber himatopoietische Zentren, ebenso in geringerem
Ausmal in der Milz. Mitte des zweiten Trimesters der Schwangerschaft beginnt die Blutbil-
dung im Knochenmark, wo sie beim Erwachsenen ausschlief3lich stattfindet. Bei Versagen
des Knochenmarks kann es jedoch auch spiter noch zu extramedullirer Blutbildung in Milz
und Leber kommen. Physiologisch geht nach dem 4. Lebensjahr der Anteil der blutbildenden

Skelettanteile von urspringlich allen Knochen zunehmend zurtck. Aus dem roten,



himatopoietisch aktiven Knochenmark entwickelt sich durch zunehmenden Fettgewebsan-
teil gelbes Knochenmark (,,Fettmark®). Im Erwachsenenalter findet die Blutbildung haupt-

siachlich in Sternum, Wirbelsiule, Rippen und Becken statt.

1.1.2 Strukturbildende Elemente des Knochenmarks

Das Knochenmark ist in die Substantia spongiosa der betreffenden Skelettanteile eingelagert.
Die schwammartige Grundstruktur spongiéser Knochen wird durch die aus mineralisiertem
Kollagen bestehenden Bilkchen (Trabekel) gebildet (Abbildung 1). Dazwischen liegen weite

Riume, in denen die tbrigen Gewebebestandteile lokalisiert sind.

Zentral in den Markraumen befindet sich ein System aus weitlumigen Sinusoiden. Es stellt,
dhnlich zu Kapillaren in anderen Geweben, den Ubergang zwischen dem arteriellen und ve-
nésen System dar. Diese spezielle Gefil3art ist dadurch gekennzeichnet, dass die sinusoidale
Gefillwand lumenseitig aus einem einreihigen, flachen Endothel, einer diskontinuierlichen
Basalmembran und auflen aus einer unvollstindigen Hille von Retikulum-Zellen besteht
(Adventitia-Zellen) (Moonim und Porwit 2011). Die Fibroblasten spielen eine entscheidende
Rolle in der Entstehung des speziellen Mikromilieus, in dem die Himatopoiese stattfindet.
Zum einen bilden sie durch Zellfortsitze und die Produktion einer extrazelluliren Matrix ein
maschenartiges dreidimensionales Gitter, auf denen die Blutzellvorstufen lokalisiert sind,

zum anderen konnen sie deren Ausreifung durch Zytokine steuern (Bain et al. 2010) .

Funktionell stellen die Sinusoide ein geschlossenes System dar (Blut-Knochenmarks-
Schranke) (Moonim und Porwit 2011). Dies fihrt dazu, dass auswandernde Blutbestandteile
sich transzellulir durch das Endothel bewegen miissen, um ins periphere Blut zu gelangen.
Adhisionsmolekiile tragen ebenfalls zum Verbleiben der Zellen im Knochenmark bei. Eine
Fehlfunktion der Blut-Knochenmarks-Schranke mit Ausschwemmung unreifer Vorstufen

ins periphere Blut ist Merkmal zahlreicher himatologischer Erkrankungen, darunter auch
des MDS.

Zum Stitz- und Bindegewebe des Knochenmarks gehoren zudem Fettzellen, die manche
Skelettanteile komplett auffillen (;,gelbes Mark®), aber auch im roten Mark mit steigendem

Alter anteilig zunehmen.
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Abbildung 1: Strukturbildende Elemente des Knochenmarks

A: Ubersichtsbild der Strukturen mit Knochentrabekeln (T), himatopoietische Zellen (H), Fettzellen (¥) und
Sinusoiden (Kreis) [Kontrollpatient, Himatoxylin-Eosin-Firbung, 10-fache VergroBerung], B: Detailansicht ei-
nes Sinusoids: Endothelzellen (>) und mit Erythrozyten gefiilltes Lumen (S) [Kontrollpatient Himatoxylin-
Eosin-Firbung, 40-fache VergroBerung], C: Detaildarstellung der zarten, maschendrahtartigen extrazelluliren
Matrix (>) [Kontrollpatient, Versilberung, 40-fache VergroBerung], Quelle: eigene Priparate

1.1.3 Himatopoiese

Im Extravasalraum zwischen der Spongiosa des Knochens und dem sinusoidalen Netzwerk
liegen die unreifen und reifen Stufen der Himatopoiese (Moonim und Porwit 2011). Die
Entwicklung der Blutzellen ist hierarchisch organisiert. Den Ausgangspunkt stellt die hdima-
topoietische Stammzelle (HSZ, pluripotent) dar. Ihr vorgeschaltet ist nur noch die embryo-
nale Stammezelle (totipotent), die in ihrer Entwicklung nicht auf eine Gewebeart festgelegt
ist. Die HSZ zeichnet sich durch die Fihigkeiten der Selbsterneuerung und der Differenzie-

rung aus. Uber die genaue Einteilung der verschiedenen Blutzellreihen in die Hierarchie der



Himatopoiese wird aktuell noch diskutiert. Die folgenden Erlduterungen beziehen sich auf
die Einteilung nach Seita und Weissman (2010), die auch in Abbildung 2 wiedergegeben ist.
Im ersten Schritt entstehen zwei groe Gruppen von multipotenten Progenitorzellen: die
common myeloid progenitor (CMP)-Zellen sowie die common lymphoid progenitor (CLP)-Zellen. Die
CLP-Zellen entwickeln sich zu T (Thymus)-, B (Bursa fabricii)- und NK (natural killer) -Zellen.
Die T-Zellen wandern frith in den Thymus aus, B-Zellen verbleiben noch im Knochenmark.
Ihre endgiiltige immunologische Ausreifung erfolgt allerdings in peripheren lymphatischen
Organen, wie Lymphknoten, Milz oder Mukosa-assoziiertem lymphatischen Gewebe
(MALT).

Im Gegensatz dazu erfolgt der gré3te Teil der myeloischen Ausreifung im Knochenmark.
Die nichste Entwicklungsstufe nach dem CMP ist die GMP (Granulozyten/Monozyten Pro-
genitor)-Zelle sowie die MEP (Megakatyozyten/Erythrozyten Progenitor)-Zelle. Aus der
GMP entstehen neutrophile, eosinophile, basophile, dendritische sowie monozytire Vorlau-
ferstufen, die zu den entsprechenden Zellen des peripheren Blutes heranreifen. Aus der
MEP-Zelle entwickeln sich die erythrozytire Reihe sowie die Megakaryozyten.
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Abbildung 2: Modell der hierarchisch organisierten Himatopoese
CLP: common lymphoid progenitor, CMP: common myeloid progenitor, DC: dendritic cell, EP: erythrocyte
progenitor, GMP: granulocyte/macrophage progenitor, GP: granulocyte progenitor, HSC: hematopoietic stem
cell, MacP: macrophage progenitor, MEP: megakaryocyte/etythrocyte progenitor, MkP: megakaryocyte proge-
nitor, NK: natural killer, es sind noch verschiedene Immunmarker (Lin: linage marker) angeben, aus Seita und
Weissman (2010) mit freundlicher Genehmigung von John Wiley & Sons, Inc.

1.1.3.1 Regulation

Die Differenzierung der verschiedenen Blutbestandteile unterliegt der Regulation durch Bo-
tenstoffe. Zum einen werden Zytokine in dem Mikromilieu des Knochenmarks (Fibroblas-
ten, Endothelzellen, etc.) gebildet, wie zum Bespiel der granulocyte-colony-stinmmlating factor (G-

CSF) oder Interleukin. Zum anderen kann diese Kontrolle durch Hormone aus



knochenmarksfernen Organen erfolgen, beispielsweise mittels Erythropoietin oder Throm-

bopoietin aus Leber und Niere.

1.1.3.2 Granulopoiese

Die Entwicklungsstufen der Granulopoiese reichen von der GMP-Zelle bis zum ausgereiften
neutrophilen Granulozyten. Im Knochenmark stellt sie die fithrende Zellreihe dar mit einem
physiologischen Verhiltnis zur Erythropoiese von 3:1 bis 4:1. Wie die Ausreifung der eo-
sinophilen und basophilen Granulozyten in den hierarchischen Stammbaum der Hdmato-
poiese einzuordnen ist, konnte bislang nicht geklirt werden. Die erste morphologisch er-
kennbare Zelle der neutrophilen Differenzierung ist der Myeloblast, gefolgt von Promyleo-

zyt, Myelozyt, Metamyelozyt sowie stab- und segmentkernigen Granulozyten.

Histologisch kénnen diese verschiedenen Differenzierungsstufen zum Teil unterschieden
werden (Moonim und Porwit 2011). Ein Myeloblast ist gekennzeichnet durch wenig Zyto-
plasma und einem groB3en Kern mit aufgelockertem Chromatin und einigen kleinen Nukleoli
(Abbildung 3). Ein Promyelozyt hat nur noch einen Nukleolus, ist etwas groB3er und lagert
im Zytoplasma Granula ein. Ein Myelozyt weist einen ovalen Kern mit kondensiertem Chro-
matin ohne Nukleoli und einen groen Zytoplasmaraum mit Granula auf. In der weiteren
Ausreifung kondensiert das Chromatin stirker, wird zunichst stabkernig (Hufeisenform)
und anschlieBend segmentkernig (mit mehreren durch diinne Chromatinfiden verbundenen
Segmenten). In der mikroskopischen Ubersicht liegen die frithen granulozytiren Vorstufen
saum- oder wallartig nahe der Knochentrabekel und den Gefillen, wihrend reifere Stufen

sich in der Markraummitte befinden.
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Abbildung 3: Normale Granulopoiese

A/B: Austeifung der Granulozyten zur Markraummitte hin; peritrabekulir (T) hauptsichlich frithe Vorstufen,
wie Myeloblasten (helles Chromatin, z. T. mehrere Nukleoli, wenig Cytoplasma: —), Promyelozyten (dunkleres
Chromatin, ein Nukleolus, Granula im Zytoplasma: ») und Myelozyten (kondensierter Kern, kein Nukleolus,
grofBes Zytoplasma: »). Die spateren Formen liegen cher in der Markraummitte, wie Metamyelozyten und stab-
kernige Granulozyten (sichel- oder hufeisenférmiger Kern, groles Zytoplasma: ) sowie segmentkernige Gra-
nulozyten (mehrere iiber diinne Filamente verbundene Chromatinsegmente: %) [A: Giemsa-Firbung, B: Hi-
matoxylin-Eosin-Firbung, Kontrollpatient, 40-fache VergroBerung], C: Ubersicht; petitrabekulire (T) Anord-
nung der Granulopoiese mit einem Verhiltnis von Granulopoiese zu dem erythrozytiren Nestern (E) von etwa
3:1 [C: Kontrollpatient, CAE-Firbung, 20-fache VergroBerung]; Quelle: eigene Priparate

1.1.3.3 Erythropoiese

Die Erythropoiese beschreibt die Entwicklung eines Erythrozyten aus einer MEP-Zelle. Im
Differenzierungsverlauf nehmen der intrazellulire Organellengehalt sowie die Zellgré3e ab,
wihrend die Menge an Himoglobin zunimmt. Finf Stufen werden unterschieden (E1-E5),
die noch einen Kern enthalten. Nach dessen Abstof3ung spricht man von einem Retikulozy-
ten, weil noch netzartige (retikulire) Zellorganellreste in seinem Zytoplasma darstellbar sind.
Diese werden in der Milz abgebaut. Die Menge an Retikulozyten im peripheren Blut ist ein
Marker fiir die Regenerationsleistung des Knochenmarks (bspw. mit Hilfe des Retikulozy-

tenreproduktionsindex).

Im der mikroskopischen Ansicht ist die Erythropoiese in der Nihe der Sinusoiden in der
Markraummitte angesiedelt (Moonim und Porwit 2011). Die Erythrozyten-Vorstufen bilden
dabei Cluster oder Nester, die auch als Erythronen bezeichnet werden (Abbildung 4). In der
Mitte dieser erythroblastischen Insel liegt ein Makrophage, der die abgespaltenen Zellreste



phagozytiert (Chasis und Mohandas 2008). Histologisch ist dieser jedoch selten abzugrenzen.
Ebenfalls wichtig ist die Interaktion zwischen den erythrozytiren Vorstufen und den Mak-
rophagen fiir die dreidimensionale Anordnung und die Steuerung der Differenzierung. Das
erythroblast macrophage protein (Emp) vermittelt die Adhidsion (Hanspal et al. 1998). Stabilisie-
rend wirkt zudem die Verbindung zwischen dem erythrozytiren intercellular adhesion molecule-4
(ICAM-4) mit dem aV-Integrin der Makrophagen (Lee et al. 2006). Wird die letztere Ver-
bindung blockiert, kommt es zu einer 70 %igen Abnahme von erythrozytiren Inseln sowie

einem verminderten Ansprechen auf eine Erythropoetingabe (Mohandas und Chasis 2010).

Histologisch fallen Erythronen vor allem durch die chromatindichten, homogen dunklen
und basophilen runden Kerne der Normoblasten auf. Innerhalb der Erythrone lassen sich
verschiedene Reifungsstufen erkennen (Moonim und Porwit 2011). Die Proerythroblasten
zeichnen sich durch einen groBen Zellkern und lockeres Chromatin aus. Im Laufe der Aus-
reifung zum Normoblasten kondensiert das Chromatin, der Kern wird kleiner und der Plas-
masaum grof3er. Im Zytoplasma nimmt azidophiles Himoglobin zu. Tendenziell befinden
sich frithe Vorstufen eher zentral im Erythron (Chasis und Mohandas 2008). Eine Abgren-
zung zu Lymphozyten kann anhand des homogener kondensierten Chromatins der erythro-

poietischen Vorlauferzellen erfolgen (Bain et al. 2010).



Abbildung 4: Normale Erythropoiese

A: Ubersichtsbilder der Erythronen (E) [Kontrollpatient, Giemsa-Firbung 20-fache VergréBerung]; B: De-
tailansicht der einzelnen zelluliren Entwicklungsstufen; Proerythroblasten mit groem Kern, wenig konden-
siertem Chromatin und wenig Zytoplasma (=), frither Normoblast mit stirker kondensiertem Chromatin (>),
spiter Normoblast mit stark kondensiertem Chromatin und fixationsbedingtem ,,Halo-Effekt™ (») [Kontroll-
patient, HE-Firbung, 40-fache VergroBerung], C: Detailansicht der Erythronen (E) mit verschieden grofen
Entwicklungsstufen [Kontrollpatient, Glycophorin-C-Immunhistochemie, 40-fache VergréBerung]; Quelle: ei-
gene Priparate

1.1.3.4 Megakaryopoiese

Aus der MEP-Zelle entwickeln sich ebenfalls die Megakaryozyten (Abbildung 5). Sie liegen
einzeln und locker verteilt in der Markraummitte nahe an Sinusoiden, durch deren Endothel
sie Zellausldufer (Pseudopodien), die bis in den Blutstrom reichen, bilden. Diese werden ab-
gespalten und als Thrombozyten ins periphere Blut entlassen (Tavassoli und Aoki 1989).
Eine Verlagerung der Megakaryozyten in die Nihe der Knochentrabekel ist Zeichen einer
Atypie (Bain et al. 2010).

Histologisch zeichnen sich Megakaryozyten vor allem durch ihre Gré8e und Mehrkernigkeit
aus. Dies ist auf den Mechanismus der Endoreplikation, also Chromosomenverdopplung

ohne Kernteilung (Mitose), zuriickzufithren (Deutsch und Tomer 20006). Hieraus ergibt sich



eine auffillige Lappung (Lobulierung) des Zellkerns. Insgesamt ist das Chromatin aufgelo-
ckert. Die Megakaryozyten fallen zudem durch ein ausgedehntes Zytoplasma auf (Moonim
und Porwit 2011). Ein weiteres morphologisches Phinomen ist die Emperipolese, bei der es
zu einer Durchwanderung der Megakaryozyten durch andere Zellen kommt. Hierbei handelt
es sich am ehesten um eine benigne Alterserscheinung ohne Krankheitswert. Unter der Ver-
wendung immunhistochemischer Marker, wie CD061, sind auch frithere, histomorphologisch

nicht zu identifizierende Formen abgrenzbar (Bain et al. 2010).
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Abbildung 5: Normale Megakaryopoiese

A: Ubersichtsansicht der vereinzelt liegenden Megakaryozyten (%) [Kontrollpatient, Himatoxylin-Eosin-Far-
bung, 20-fache VergroBerung], B: Detailansicht eines gro3en, mehrkernigen Megakaryozyten (M) in der Nihe
eines Sinusoids (S) [Kontrollpatient, Himatoxylin-Eosin-Firbung, 40-fache VergroBerung] C: Ubersichtsdar-
stellung  der vereinzelt liegenden mehrkernigen Megakaryozyten (Kreise) [Kontrollpatient, CD61-
Immunhistochemie, 20-fache VergroBerung]; Quelle: eigene Priparate
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1.2 Myelodysplastisches Syndrom (MDS)

Beim MDS ist die in Kapitel 1.1 beschriebene normale Architektur des Knochenmarks ge-
stort. Die Bezeichnung ,,myelodysplastisch® (aus dem Altgriechischen: ,,zyelon = das Mark,
,»dys™ = Fehl- und ,plasis* = die Form) tragt diesem Befund Rechnung, Eingeteilt wird MDS
nach der WHO-Klassifikation himatolymphatischer Tumoren, erschienen in der WHO Clas-
sification of Tumonrs (Swerdlow et al. 2008). Entscheidend sind neben einem Ausschluss ande-
rer Ursachen vor allem die Ergebnisse aus dem peripheren Blut mittels Laborbestimmung
(Zytopenie, Blastenanteil), der Knochenmarksbeurteilung in Aspirat und Biopsie (Dysplasie,
Blastenanteil, Ringsideroblasten) sowie die Zytogenetik (Arber et al. 2016). Andere Kriterien
(Transfusionsbedarf, Alter, Morbiditit) sind entscheidend bei der Prognosebestimmung und

Therapieentscheidung,

1.2.1 Epidemiologie

MDS ist eine vergleichsweise seltene onkologische Erkrankung, weist jedoch markante
Merkmale in Bezug auf die Alters- und Geschlechtsverteilung auf. Die Inzidenzrate wird in
neusten Analysen mit ca. 4/100.000 angegeben. Diesbeziiglich zeigt sich eine Ubereinstim-
mung zwischen Erhebungen in Deutschland und den USA (Ma et al. 2007; Neukirchen et al.
2011). Auffilligerweise ist MDS fast ausschlief3lich eine Erkrankung des dlteren Menschen:
86 % der Patienten mit MDS sind élter als 60 und nur 6 % sind junger als 50 Jahre (Ma et al.
2007). Wahrscheinlich handelt es sich bei diesen Inzidenzraten um konservative Berechnun-
gen. Aufgrund der Alterung der Gesellschaft und der verbesserten Diagnostik ist mit einer
Zunahme der Inzidenz in den nichsten Jahren zu rechnen (Ma 2012). Andere Schitzungen
gehen davon aus, dass bereits heute die Inzidenz deutlich héher liegt, aufgrund unspezifi-
scher Symptome in frithen Krankheitsstadien aber noch immer zu selten oder zu spit diag-
nostiziert wird (De Roos et al. 2010; Cogle et al. 2011; McQuilten et al. 2014). Nach Schiit-
zungen von Cogle at al. (2011) kénnte die Inzidenzrate in der Altersgruppe iiber 65 Jahre bei
75/100.000 liegen. Eine Steigerung der Inzidenz in der Zukunft fihrt zu vermehrtem Bedarf

an diagnostischer Abklirung.

Abgesehen vom Alter beeinflusst auch das Geschlecht die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
von MDS. Minner sind signifikant hiufiger betroffen als Frauen. Die altersangepasste Inzi-
denzrate liegt bei 4,5 pro 100.000 pro Jahr fur Minner und bei 2,7 pro 100.000 pro Jahr fir
Frauen (Ma et al. 2007).
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1.2.2 Atiologie

Hinsichtlich der Entstehung von MDS wurden verschiedene Faktoren identifiziert, die ein
erhohtes Auftreten der Erkrankung bedingen oder mit ihr assoziiert sind. Eine Ursache lasst
sich nur bei einem geringen Anteil der Patienten (ca. 15 — 20 %) ausmachen, erlaubt aber
meist eine differenziertere Aussage zur Prognose der Erkrankung (Ades et al. 2014). Zu un-
terscheiden sind seltene erbliche Ursachen, wie familidgres MDS oder angeborenes Knochen-
marksversagen, von im Laufe des Lebens erworbenen Risikofaktoren, wie mutagene Expo-
sition (Radiochemotherapie, Zigarettenrauch, Arbeits-/Umweltgifte), oder als Folgeerschei-
nung bestehender Erkrankungen (rheumatischer Formenkreis, aplastische Andmie, Adiposi-

tas).

Vererbbare Ursachen spielen insbesondere in der Abklirung von MDS im Kindesalter (ca.
5 % aller Fille) eine Rolle. Verschiedene Erkrankungen, die mit einem angeborenen Versagen
des Knochenmarks einhergehen, sind in unterschiedlicher Stirke mit MDS assoziiert (Nie-
meyer und Baumann 2008). Hierzu zdhlt die Fanconi-Anidmie (kumulative Inzidenz im Alter
von 40 Jahren: 33 % fir akute myeloische Leukimie und MDS) (Kutler et al. 2003), die
schwere kongenitale Neutropenie unter Therapie mit G-CSF (kumulatives Risiko nach 15
Jahren Therapie von 22 %) (Rosenberg et al. 2010) sowie weitere seltenere Erkrankungen,
wie das Shwachman-Diamond-Syndrom, die Dyskeratosis congenita und die Diamond-
Blackfan-Anidmie mit einem unterschiedlich erhohten Risiko (Niemeyer und Baumann 2008).
Direkt vererbte Myelodysplasien sind sehr selten und die genetischen Risikofaktoren noch
ungeniigend erforscht, sodass aus einer humangenetischen Abklirung nicht in jedem Fall

eine Handlungshilfe abgeleitet werden kann (Holme et al. 2012).

Haufiger als erbliche lassen sich erworbene Ursachen fir ein MDS ausmachen, wobei muta-
gene Substanzen von assoziierten Krankheiten zu unterscheiden sind. Im Vordergrund steht
ein durch (Radio)-Chemotherapie ausgelostes Therapie-assoziiertes MDS (t-MDS). Dies
lisst sich bei ca. 15 % der Patienten anamnestisch nachweisen und wird — auch im Rahmen
der WHO-Klassifikation — als eigner Subtyp betrachtet und mit der Therapie-assoziierten
AML (akute myeloische Leukdmie) als Therapy-related mryeloid neoplasms zusammengefasst (Ar-
ber et al. 2016). Alkylierende Substanzen (Cylcophosphamid, Melphalan) kénnen diese spite
Arzneimittelnebenwirkung verursachen. Der Krankheitsverlauf ist charakterisiert durch eine
Latenz zwischen t-MDS und AML von 3 bis 10 Jahren, einer vor der AML auftretenden
MDS-Phase sowie hiufigen genetischen Aberrationen an den Chromosomen 5 und 7 (God-
ley und Larson 2008). Im Gegensatz hierzu zeigt das t-MDS nach Therapie mit Topoisome-

rease-1I-Hemmern (beispielsweise Etoposid) einen aggressiveren Verlauf (Latenz unter 3
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Jahren, seltenere MDS-Phase) (Churpek und Larson 2013). Charakteristische Aberrationen
sind Translokationen innerhalb der chromosomalen Banden 11923 oder 21q22 (Olney et al.
2002). Neben Zytostatika erh6hen auch arbeits- und lebensstilabhidngige Substanzen wie
Benzol (Strom et al. 2008), Pestizide (Jin et al. 2014), Rauchen (Bj6rk et al. 2000; Strom et al.
2005) sowie Ubergewicht (Ma et al. 2009) das Risiko, an MDS zu erkranken.

Bestimmte Stammzellerkrankungen gehen mit einem erhéhten Risiko fiir MDS einher. Die-
ses Risiko besteht bei einer aplastischen Anidmie (Progress-Rate in verschiedenen Studien 1,7
% bis 57 %) (Afable et al. 2011). Gleiches gilt fir die paroxysmale nocturale Himaturie
(PNH) und MDS, wobei das fir PNH typische defekte GPI-Ankerprotein bei ca. 20 % der
Patienten mit Niedrig-Risiko-MDS nachweisbar war (Sugimori et al. 2009). Diese Patienten
zeigten einen milderen Verlauf und ein besonders gutes Ansprechen auf Immunsuppression
(Ishiyama et al. 2003). Zusitzlich zu den assoziierten himatologischen Erkrankungen beo-
bachteten Wilson et al. (2014) ein leicht erhéhtes Risiko fiir das Auftreten von MDS bei
vorbestehenden Autoimmunerkrankungen. Die genaue Relevanz dieses Zusammenhangs

konnte noch nicht geklirt werden.

1.2.3 Pathogenese und Pathophysiologie

Wie es zu einer Transformation des normalen, gesunden Knochenmarks in ein myelodys-
plastisches Syndrom kommt, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstindig verstanden.
In den letzten Jahren konnten jedoch verschiedene Mechanismen entdeckt werden, die bei
der Pathogenese eine Rolle spielen. Bestimmte Veranderungen kénnen bereits spezifischen
histologischen Kranksheitssubtypen und —stadien zugeordnet werden. Als Teilaspekte der
Genese von MDS werden im Folgenden die ineffektive Himatopoese, Haploinsuffizienz,
somatische Genmutationen, das Immunsystem und das Mikromilieu des Knochenmarks be-
trachtet. Besonders interessant sind zudem die Ursachen fiir die morphologischen Verinde-

rungen des Knochenmarks bei MDS (Ades et al. 2014).

Das Konzept der ineffektiven Himatopoiese steht schon seit langem im Zentrum des Ver-
stindnisses des MDS. Es geht davon aus, dass zu Beginn der Erkrankung die himatopoeti-
schen Stammzellen die Fihigkeit verlieren, sich zu normal differenzierten Tochterzellen wei-
terzuentwickeln und gleichzeitig vermehrt absterben (Apoptose) (Raza et al. 1995; Corey et
al. 2007). Dies fuhrt zum paradoxen Bild von Zytopenien im peripheren Blut bei einem
gleichzeitig vollen, hyperplastischen Knochenmark, das aus ausreifenden, aber dysplastischen
Zellen besteht, die haufig nicht effizient in das periphere Blut entlassen werden kénnen. Ein

Anzeichen fur eine Krankheitsprogression mit schlechterer Prognose ist das vermehrte
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Vorkommen von Blasten. Der hiufig beobachtete Ubergang von MDS in eine akute myelo-
ische Leukidmie kann pathogenetisch dadurch erklirt werden, dass HSZ durch zusitzliche

genetische Aberrationen resistenter gegen Apoptose werden und verstirkt proliferieren

(Corey et al. 2007).

Haploinsuffizienz beschreibt den Verlust eines Allels und fiihrt oft zu einer verminderten
Gen-Expression (Adés et al. 2014). Sie kommt bei MDS in verschiedenen Formen vor, bei-
spielsweise del(5q), del(7q) oder del(20q). Am besten verstanden ist die Relevanz der
Haploinsuffizienz beim MDS mit del(5q). Ein Block in der Proliferation und Differenzierung
von Erythrozyten entsteht hier durch Haploinsuffizienz der ribosomalen Untereinheit
RPS14 (Ebert et al. 2008; Barlow et al. 2010) und bewirkt eine Reifungsstorung der Megaka-
ryozyten und Thrombozytose durch die Haploinsuffizienz bestimmter Mikro-RINAs
(Starczynowski et al. 2010). Diese Verdnderungen resultieren in einem spezifischen morpho-
logischen Aquivalent, der Verminderung der Erythropoiese und Megakaryozyten mit klei-
nen, nicht-lobulierten, runden Kernen (van den Berghe et al. 1974). Diese Erkenntnisse ha-
ben bereits Einfluss auf die Therapie. Der del(5q)-Subtyp zeigte ein verbessertes Ansprechen
auf Lenalidomid, das supprimierend wirkt (Wei et al. 2009).

In ca. 50 % der Fille lasst sich eine im Karyogramm sichtbare chromosomale numerische
oder strukturelle Aberration nachweisen. Bei MDS handelt es sich im Gegensatz zur AML
diesbeztglich meist um eine Aneuploidie oder eine Deletion, wie beispielsweise das erwihnte
5g-Syndrom (Corey et al. 2007). Allerdings treten diese Verdnderungen vermehrt nach einem
linger bestehenden MDS auf, sodass eine vorbestehende genetische Instabilitidt aufgrund
anderer genetischer Verinderungen anzunehmen ist. So konnte in den letzten Jahren durch
molekulargenetische Methoden gezeigt werden, dass sich auch bei der anderen Hilfte der
Patienten im Karyogramm nicht sichtbare Mutationen nachweisen lassen. In einer kleineren
Anzahl der Fille (ca. 15%) betraf dies Transkriptionsfaktoren, Cohesine und Teile des
Kinase-Signalweges. In den Fokus des Interesses gertickt sind vor allem Gene der epigeneti-
schen Regulatoren und der Splicing-Faktoren. Sie waren in 70 % der Fille mutiert (25 %
Splicing-Faktoren, 20 % epigenetische Regulatoren, 25 % beide) (Bejar und Steensma 2014).
Epigenetische Regulatoren kontrollieren die Aktivitit des entsprechenden Gens durch Me-
thylierung, Hydroxymethylierung oder kovalente Bindungen zwischen Histonen. Sie treten
hiufig in Kombination miteinander auf, finden sich insbesondere bei Patienten mit Blasten-
vermehrung und werden auch bei anderen himatologischen Tumoren beobachtet. Den Re-
gulatoren wird deshalb pathogenetisch vor allem eine Rolle bei der Progression eines MDS
zugeschrieben (Jiang et al. 2009; Ades et al. 2014). AuBerdem bieten sie ein Erklirungsmodell

fir die Wirksamkeit von hypomethylierenden Substanzen (Azacitidine, Decitabine) in der
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Therapie von MDS. Im Gegensatz dazu sind Mutationen in einem Splicing-Faktor-Gen sehr
charakteristisch fiir MDS. Pro Patient trat jeweils nur eine Mutation in dieser Gruppe auf
und das zu einem frihen Zeitpunkt der Erkrankung (Yoshida et al. 2011; Mian et al. 2013).
Walther et al. haben die genetischen Charakteristika eines Progresses von MDS zu
AML untersucht. Sie konnten feststellen, dass unabhingig von der Blastenzahl sich ein
Grofiteil der Zellen im Knochenmark klonal aus einer Ursprungszelle mit MDS entwickelt
hatte. Die Patienten mit AML besallen verschieden grof3e Tochterklone aus diesem Ut-

spungsklon, wobei letzterer hiufig verdringt wurde (Walter et al. 2012).

Neben den genetischen Veranderungen der HSZ muss auch die Rolle externer Faktoren, wie
des umgebenden Stromas, bei der Entstehung und des Fortschreitens von MDS betrachtet
werden. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Deletion des Dicerl-Gens in
Miuse-Osteoprogenitorzellen morphologisch zu einer Dysplasie himatopoietischer Zellen
und einem Fortschreiten in eine AML fuhrte (Raaijmakers et al. 2010). Des Weiteren verloren
die Stromazellen der Patienten mit MDS zunehmend Adhisionsmolekiile (Aanei et al. 2012).
Dies legt nahe, dass auch die Stammzellnische als Mikromilieu aus Bindegewebszellen und

extrazellulirer Matrix die Pathogenese von MDS beeinflusst.

Ein ebenfalls externer Faktor in der MDS-Pathogenese ist die Deregulation des Immunsys-
tems. Eine zentrale Rolle nehmen die regulatorischen CD4" T-Zellen ein. Physiologisch ha-
ben sie die Aufgabe, eine tiberschieBende immunologische Reaktion (Autoimmunitit) zu ver-
hindern. Dies kann dazu fithren, dass die gegen eine Neoplasie gerichtete Immunreaktion
abgemindert wird (Sakaguchi et al. 2010). Fur das myelodysplastische Syndrom konnte ge-
zeigt werden, dass eine ethohte Anzahl von CD4" T-Zellen mit verschiedenen negativen
Prognosefaktoren assoziiert ist (Kordasti et al. 2007). Dartber hinaus konnte eine Kinetik
der regulatorischen T-Zellen fiir unterschiedliche Stadien der Erkrankung festgestellt werden:
In frithen Stadien ist die Aktivitdt und das Einwandern ins Knochenmark im Vergleich zur
Kontrollpopulation herabgesetzt, was fiur einen Autoimmunitit begtnstigenden Status
spricht. Der Progress der Erkrankung ist mit einer erh6hten Anzahl von regulatorischen
CD4" T-Zellen assoziiert, was die Rolle der Immunsuppression in diesem Stadium unter-
streicht. Beim Ansprechen der Patienten auf die Therapie fillt die Anzahl wieder ab (Kotsi-
anidis et al. 2009). Eine weiterer Hinweis auf eine immunologisch mitbedingte Pathogenese
nahelegt ist die Beobachtung, dass manche Patienten von einer immunsuppressiven Therapie

mit Anti-Thymozyten-Globulin und Cyclosporin profitieren (Passweg et al. 2011).

Wenn man die verschiedenen ursichlichen Faktoren in der Entstehung von MDS zusam-

menfassend betrachtet, lisst sich feststellen, dass diese zum jetzigen Zeitpunkt nicht
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hinreichend voneinander zu trennen sind und kein eindeutiger pathophysiologischer Ablauf
zu erkennen ist. Vielmehr steht eine Vielzahl von méglichen Einflussfaktoren nebeneinan-
der. Es lasst sich meist nicht eindeutig sagen, ob die herausgearbeiteten Erkenntnisse Ursache
oder Konsequenz der MDS-Entstehung sind. Auf dem kleinsten Nenner gebracht, ist der
aktuelle Erkenntnisstand, dass verschiedene atiologische Faktoren, wie genetische Veranla-
gung, Alter und Noxen (Umweltgifte, Radiotherapie, Medikamente), zu einer Anderung der
genetischen Ausstattung der himatopoietischen Stammzelle (somatische Mutationen, epige-
netische Regulation, Haploinsuffizienz) fithren. Diese Faktoren kénnten aber auch indirekt
tber einen Einfluss auf die Stammzellnische oder das Immunsystems ein MDS verursachen.
Am Ende resultiert eine myelodysplastische Stammzelle, die sich nicht mehr differenziert
und vermehrt untergeht (ineffektive Himatopoiese). Im weiteren Verlauf kommt es zu zu-
sitzlichen Mutationen, die einen Ubergang in eine akute myeloische Leukimie kennzeichnen
(Adgs et al. 2014). Diese pathophysiologischen Uberlegungen bilden die Grundlage fiir die

Befundung einer gestorten Knochenmarksarchitektur.

1.2.4 Klinik

Die Symptome, mit denen MDS-Patienten erstmalig vorstellig werden, sind unspezifisch,
lassen sich jedoch zu einem gewissen Mal3 auf die betroffenen Zellreihen zurtickfithren. Eine
Anidmie bedingt Mudigkeit, verminderte Belastbarkeit und Konzentrationsmangel, eine
Neutropenie verursacht Infektionen und eine Thrombozytopenie fihrt zu Blutungsneigung
(Foran und Shammo 2012). In einer Vielzahl der Fille mit Niedrig-Risiko-MDS wird eine
Zytopenie zufillig bei Routineuntersuchungen entdeckt. Auch die bereits besprochenen epi-
demiologischen und itiologischen Faktoren, wie hohes Alter oder Exposition gegentiber mu-
tagenen Substanzen, kdnnen anamnestisch den Verdacht auf ein myelodysplastisches Syn-

drom lenken.

1.2.5 Untersuchungsverfahren

Grundsitzlich kommen bei der Diagnose des MDS zahlreiche Verfahren zur Anwendung.
Sowohl verschiedene medizinische Disziplinen (Himato-Onkologie, Pathologie, Laborme-
dizin, Humangenetik) als auch Methoden (Blutausstrich, Zytologie, Histologie, Laborbestim-
mungen, Zytogenetik) sind Teile eines sich erginzenden, mehrstufigen Prozesses. Zudem ist
es wichtig, zu unterscheiden, ob mit dem angewendeten Untersuchungsverfahren eine (dif-
ferential-) diagnostische — liegt ein MDS vor? — oder prognostische — liegt ein erhShtes Risiko
tir Komplikationen oder Progress vor? — Aussage gemacht werden soll. In manchen Fillen

lassen sich diese Gesichtspunkte (Diagnose versus Prognose) nicht genau voneinander
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trennen. So ist der Nachweis einer 5q-Deletion diagnostisch ein eigener Subtyp nach WHO-
Klassifikation und prognostisch als giinstig zu bewerten. Die vorliegende Dissertation be-
fasst sich mit dem Stellenwert der pathologischen Untersuchung einer Knochenmarksbiop-

sie (Histologie) in diesem Prozess.

Im Laborbefund der Patienten stehen in den meisten Fillen Zytopenien im Vordergrund.
Zum Zeitpunkt der Diagnose besteht bei ca. 80 % der Patienten eine Anédmie, bei 40 % eine
Neutropenie und bei 30-45% eine Thrombozytopenie (Steensma und Bennett 2006; Bryan
et al. 2010). Die Anidmie ist typischerweise makrozytir oder normozytir und nur in seltenen
Fillen mikrozytir (Foran und Shammo 2012). In den meisten Fallen besteht eine Neutrope-
nie oder Thrombozytopenie in Kombination mit einer Andmie als Bizytopenie. Auch eine
Thrombozytose ist ein méglicher Befund bei MDS und kommt bei ca. 8 % der Patienten zu
Beginn der Erkrankung vor (Kodali et al. 2007). Unklare Zytopenien gehéren zu den mit
Abstand hiufigsten Indikationen fiir eine Knochenmarkspunktion. Der Blutausstrich erlaubt
einen schnellen, wenig invasiven Einblick in qualitative und quantitative Veranderungen des
peripheren Blutes und ldsst zum Beispiel hypolobulierte oder hypogranulierte Nuklei der
Neutrophilen oder Anisozytose (GroBlenvariabilitit), Poikilozytose (Formvariabilitit) und
Makrozytose der Erythrozyten erkennen (Bain 2005). Fir die Einteilung des MDS in die
verschiedenen Subtypen gemill WHO-Klassifikation ist insbesondere der prozentuale Anteil
von Blasten im Knochenmark und peripheren Blut entscheidend (Vardiman et al. 2009). Bei
einer Knochenmarksaspiration wird zum einen Material fiir die morphologische Begutach-
tung, zum anderen fir genetische Analysen gewonnen. Erstere ermoglicht die Ermittlung
von Dysplasiezeichen der einzelnen Zellen und des Blastenanteils (Garcia-Manero 2014). Die
Aspirationsprobe dient der Analyse einzelner Zellen des Knochenmarks, wihrend die Biop-
sie fir die Beurteilung des gesamten Gewebes geeignet ist. Insbesondere gibt letztere Auf-
schluss tiber die Zellularitit, quantitative Verschiebungen zwischen den einzelnen Zellreihen,
Architekturstérungen, Blastenanteil und Verdnderungen der extrazelluliren Matrix (siche
auch Kapitel 2.5). Sie gilt als besonders geeignet, bestimmte Unterformen, wie hypoplasti-
sches MDS oder MDS mit Fibrose, zu erkennen (Della Porta et al. 2009; Garcia-Manero
2014). Des Weiteren hilft die Biopsie bei der Abgrenzung zu anderen himatologischen Exr-
krankungen, wie primire AML, aplastische Anidmie oder myeloproliferatives Syndrom (Adeés
et al. 2014). Die Zytogenetik ist ein weiterer fester Bestandteil einer Abklirung von MDS,
der in den letzten 20 Jahren zunehmend an diagnostischer und prognostischer Bedeutung
gewonnen hat (siche auch Kapital 2.3). In ca. 50 % der Fille lassen sich bei einer Biopsie aus
dem Knochenmark im Karyogramm sichtbare Verinderungen nachweisen (Haase et al.

2007; Pozdnyakova et al. 2008; Greenberg et al. 2012). Als weitere genetische Untersuchung
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konnte die Sequenzierung von Genabschnitten ebenfalls bei der Prognoseabschitzung in ca.
der Hilfte aller Patienten helfen. Dies gilt auch in einer Gruppe mit unauffilliger zytogene-
tischer Untersuchung (Bejar et al. 2011). Der Einsatz dieser Methode ist bislang noch nicht
Standard in der Breitenversorgung, steht aber absehbar bevor. Fir ein tiefergehendes Ver-
stindnis der Entstehung des MDS wie im Falle der oben erwihnten Rolle der Splicing-Fak-
toren oder der Genmethylierung, oder auch eine verbesserte Therapiestratifizierung der Pa-
tienten ist die Methode unerlasslich. Mit dem sogenannten Next Generation Sequencing
(NGS) kénnen bei 80-90% der Patienten mit MDS Genmutationen in Genen nachgewiesen,
die sehr hiufig eine Funktion im Chromatinremodelling und der epigenetischen Regulation
spielen (z.B. SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNXI1, U2AF1, TP53, EZH2).
Wichtig ist hierbei, dass derartige Mutationen als sog. “clonal hematopoiesis of indeterminate po-
tential (CHIP)“ auch bet alteren Personen ohne MDS vorkommen und der alleinige Nachweis
nicht die Diagnose eines MDS rechtfertigt, wobei die Patienten ein erhohtes Risiko aufwei-
sen, im Verlauf ein MDS zu entwickeln (Haferlach et al. 2014; Jaiswal et al. 2014; Steensma
et al. 2015).

Verschiedene Verfahren werden in der Diagnostik des MDS in einem nebeneinander existie-
renden und sich erginzenden Ansatz verwendet. Sie eignen sich dazu, die Verdachtsdiagnose
zu erhirten und zu bestitigen, bestimmte Subtypen zu identifizieren, die Prognose abzu-

schitzen und eine Therapie auszuwihlen.

1.2.6 Klassifikationen

Um die Heterogenitit des MDS besser abzubilden zu kénnen, wurden mehrere Klassifikati-
onen und Scores entwickelt. Unterscheiden lassen sich zwei grole Gruppen: zum einen die
hauptsichlich morphologischen Klassifikationen beziiglich der Diagnose eines MDS (FAB,
WHO) und zum anderen die aus unterschiedlichen Kriterien zusammengesetzten Klassifi-

kationen fiir die Abschitzung der Prognose und zur Therapiestratifizierung (IPSS, WPSS).

1.2.6.1 Morphologische Klassifikationssysteme zur Bestimmung der Diagnose

Ein Bericht Giber einen Patienten mit ,,Leukanimie®, also einer aus einer Anidmie hervorge-
henden Leukidmie, wurde wahrscheinlich erstmals von Leube im Jahr 1900 in der Berliner
Klinische Wochenschrift veroffentlicht (Nimer 2008). Block et al. (1953) beschreiben in ei-
nem Kollektiv von 12 Patienten, dass diese klinisch durch Zytopenien gekennzeichnet waren
sowie im Knochenmark Leukimie-dhnliche Verinderungen aufwiesen, weswegen die Er-
krankung als ,,Praleukimie® bezeichnet wurde (eng.: preleukemia oder prelenkemic phase). Im

Verlauf fiel auf, dass viele Patienten mit pra-leukdmischen Verinderungen im Knochenmark
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nicht an einem Progress, sondern den Folgen der Zytopenie verstarben. Fur diese Erkran-
kung wurde erstmals von der French-American-British (FAB)-Arbeitsgruppe in 1976 der Begriff
der ,,Myelodysplasie® gepragt und das Krankheitsbild in die beiden damals bekannten Kate-
gorien refractory anemia with excess blasts (RAEB) und chronic myelomonocytic leukemia (CMML)
eingeteilt (Bennett et al. 1976). In der Aktualisierung der FAB-Klassifikation wurde das mye-
lodysplastische Syndrom spiter anhand morphologischer Kriterien in finf Kategorien ein-
geteilt (Bennett et al. 1982), darunter die refractory anemia (RA) und refractory anemia with ring
sideroblasts (RARS) als Entititen ohne Blastenvermehrung. Des Weiteren wurden bei Patien-
ten mit Blastenvermehrung die refractory anemia with excess blasts (RAEB) und die refractory
anemia with excess blasts in transformation (RAEB-T) anhand der Blasten im Knochenmark (5 —
20 % vs. 21 — 30 %) und im peripheren Blut (1 — 4 % vs. = 5%) unterschieden. Mit der
WHO-Klassifikation myeloider Neoplasien und akuter Leukdmie von 2001 und ihren Revi-
sionen von 2008 sowie 2016 wurden einige Anderungen vollzogen (Jaffe 2001; Swerdlow
2008; Arber et al. 2016). Die CMML wutde der Gruppe myeloproliferativer/myelodysplasti-
scher Neoplasien (MDS/MPS) zugeordnet. Die vormalig zu RAEB-T gehérenden Patienten
mit Blasten > 20 % werden heute als AML klassifiziert und die RAEB-Gruppe in zwei Sub-
typen unterteilt (RAEB-1 und RAEB-2). Eingefiihrt wurde ebenfalls die Kategorie der refrac-
tory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD) fir Patienten mit dysplastischen Verdnderun-
gen in zwei oder mehr Reihen. Die Gruppe der Patienten mit dysplastischen Verinderungen
in nur einer Zellreihe werden in die RCUD-Gruppe (refractory cytopenia with unilineage dysplasia)
eingeordnet, wobei hier auch nach der betroffenen Zelllinie unterschieden werden kann.
Ebenfalls neu eingefithrt wurde das MDS mit del(5q), das sich allein durch die Zytogenetik
bestimmen lisst. Zudem koénnen fir MDS typische genetische Verinderungen mit nicht aus-
reichenden morphologischen Kriterien als MDS-unklassifizierbar (MDS-U) bezeichnet wer-
den. Mit dem Update der Klassifikation im Jahr 2016 wurden hauptsichlich semantische
Verinderungen vorgenommen (Arber et al. 2016). So wurde der Term ,,refraktire Ani-

<

mie/Zytopenie® verlassen und stattdessen der Denominator ,,MDS mit ...“ verwendet. Aus
refractory cytopenia with unilineage dysplasia (RCUD) wurde so MDS with single lineage dysplasia
(MDS-SLD), aus RCMD wurde MDS with multilineage dysplasia (MDS-MLD) und aus RAEB
wurde MDS with excess of blasts (MDS-EB), das in Typ 1 und Typ 2 unterteilt wird. Die An-

wendung dieser Kategorien bei der Bewertung der histologischen Biopsate im Rahmen der

vorliegenden Dissertation wird Kapitel 2.6.7 besprochen.
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1.2.6.2 Multivariate Klassifikationssysteme zur Bestimmung der Prognose

Die WHO-Klassifikation ist geeignet, morphologische Mindestkriterien fiir die Diagnose-
stellung zu liefern und MDS von anderen hidmatologischen Erkrankungen abzugrenzen. Je-
doch wurden Limitationen beschrieben, den Verlauf der Erkrankung vorherzusagen. Ver-
schiedene Prognose-Scores haben sich herausgebildet, von denen das WHO Prognostic Scoring

Systems (WPSS) und das International Prognostic Scoring Systems (IPSS) am gebriuchlichsten sind.

Das 1997 eingefithrte IPSS (Greenberg et al. 1997) betrachtet die Kriterien Knochenmarks-
blasten-Anteil, zytogenetische Risikogruppe und Zytopenien fiir die jeweils eine Punktzahl
vergeben wird (Tabelle 1). Diese Kriterien erlauben nach einer Multivarianzanalyse die beste
Aussage uiber die Prognose. Aus dem sich ergebenen Score lisst sich der Patient in eine von

vier Risikogruppen (low, intermediate-1, intermediate-2 und high) einsortieren.

Tabelle 1: Kriterien des IPSS

Punkte 0 0,5 1 1,5 2
Blastenanteil (%) 0-4 5-10 - 11-20 21-29
Zytopenien 0-1 2-3 - - _

Zytogenetische Risikogruppe low  intermed. high - -

Modifiziert nach: Greenberg et al. (1997), intermed. = intermediate

Im Rahmen einer Revision wurde dem IPSS-R keine neue Variable hinzugefiigt, sondern die
verschiedenen Kriterien aktualisiert und zum Teil in differenziertere Untergruppen sortiert
(Greenberg et al. 2012) (Tabelle 2). Das IPSS hat in bestimmten Bereichen die Prognose
nicht bestmdglich abgebildet. Dies wurde unter anderem durch folgende Anderungen aufge-
griffen: Einteilung der Zytopenien nach Schweregrad, Hinzufligen neuer zytogenetischer
Aberrationen (Solé et al. 2005; Haase et al. 2007; Pozdnyakova et al. 2008; Schanz et al. 2012)
sowie Angleichen des Effekts der Hoch-Risiko-Zytogenetik und des Blastenanteils auf den
Gesamtscore (Schanz et al. 2011). Die Addition der Punkte bildet einen Score, der nach dem
IPSS-R in funf Risikogruppen unterteilt. Der IPSS-R wurde als signifikantes pridiktives Tool
fiir die Bestimmung des Gesamtiiberlebens sowie des leukimiefreien Uberlebens von Pati-

enten eines anderen, unabhangigen Kollektivs validiert (Voso et al. 2013).
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Tabelle 2: Kriterien des IPSS-R

Punkte 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Zytogenetisches Risiko  sehr - gunstig -  intermedidr ungunstig sehr un-
ginstig glinstig
Blastenanteil (%) <2 - >2-<5 - 5-10 > 10 -
Himoglobin (g/dl) > 10 - 8-10 <8 - - -
Plittchen (*10°/1) >100 50-100 <50 - - - -
Neutrophile (*10°/1) >0,8 <0,8 - - - - -

Modifiziert nach: Greenberg et al. (2012)

Das WHO prognostic scoring system (WPSS) stitzt sich auf die Einteilung in die morphologi-
schen WHO-Subtypen, Zytogenetik und Transfusionsbedarf, um eine Risikostratifizierung
der Patienten vorzunehmen (Malcovati et al. 2007). Der Score wurde so konzipiert, dass er
zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Erkrankung angewendet werden kann. Die
Einbeziehung des Transfusionsbedarfs berticksichtig einen relevanten klinischen Risikofak-

tor (Malcovati et al. 2005). Der WPSS unterscheidet finf verschiedene Risikogruppen.

1.2.7 Therapie

Die Heterogenitit des myelodysplastischen Syndroms zeigt sich auch in den verwendeten
Therapieoptionen. Grundsitzlich erfolgt die Auswahl der geeigneten Behandlung auf
Grundlage der Risikogruppe (bestimmt mittels IPSS-R, WPSS; Kapitel 1.2.6.2) und der in-

dividuellen Patientenfaktoren (Alter, Gesundheitszustand).

Patienten aus der /ow- und intermediate-1-Risko-Gruppe des IPSS werden supportiv (Bluttrans-
fusionen, Eisenchelatoren, Wachstumsfaktoren) und/oder mit hypomethlylierenden Sub-
stanzen (Azacitidine, Decitabine) behandelt. Wenn del(5q) alleine oder in Kombination mit

anderen Aberrationen vorliegt, wird zuerst Lenalidomid eingesetzt.

Fur Patienten aus der zntermediate-2- und high-Risiko-Gruppe des IPPS sollte zu Beginn eine
Stammzelltransplantation als einzig mégliche kurative Option erwogen werden. Dies ist ab-
hingig vom Alter und gesundheitlichen Zustand des Patienten sowie von der Verfiigbarkeit
eines geeigneten Spenders. Entscheidet man sich gegen eine Transplantation, so verbleiben
als Therapieoptionen hypomethylierende Substanzen oder eine angepasste AML-Therapie
(Lyons 2012).
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1.3 Fragestellung

MDS ist eine komplexe, heterogene Erkrankung, deren genaue pathogenetische Entstehung
weiterhin unklar bleibt. Ebenfalls stellen Diagnostik, Prognosebestimmung und Therapie-
planung in vielen Fillen eine Herausforderung dar. Die histopathologische Beurteilung einer
Biopsie des Knochenmarks ist in der interdisziplindren diagnostischen und prognostischen
Analyse ein Teilaspekt. Die Abklirung unklarer Zytopenien zihlt zu den héufigsten Frage-
stellungen bei Knochenmarkspunktion. Erschwert wird die Beurteilung durch technische
Probleme (kleine Proben, fehlende klinische Daten) und die Tatsache, dass Patienten dieser
Altersgruppe hiufig multimorbide sind (Niereninsuffizienz, Atemwegserkrankungen etc.)
und haufig potentiell knochenmarksschadigende Medikamente einnehmen — Faktoren, die
zu morphologischen Verinderungen fihren kénnen, die mit denen des MDS iiberlappen.
Die WHO-Klassifikation als Richtlinie mit minimalen Kriterien zur Diagnosestellung ist
hauptsichlich auf der Zytomorphologie aufgebaut, auch wenn einige histologische Eigen-
schaften bei Patienten mit MDS (Fibrose, Hypozellularitit) bereits ausfithrlich beschrieben
wurden. Der Zusammenhang zwischen den Untersuchungsverfahren (Morphologie und Ge-
netik) und den klinischen Fragestellungen (Diagnose und Prognose) ist in Abbildung 6 dar-
gestellt (schwarze Pfeile). Wenig beschrieben ist der Zusammenhang zwischen histologi-
schen Verinderungen und der Zytogenetik (roter Pfeil). Im klinischen Alltag ist der Patho-
loge immer wieder zur Mitbeurteilung von Patienten mit Verdacht auf oder bekanntem MDS
gefragt, auch zu einem Zeitpunkt, an dem noch keine zytologischen oder genetischen Un-
tersuchungsbefunde vorliegen. Aus diesem Kontext ergeben sich die Fragestellungen der

vorliegenden Dissertation.
1) Inwiefern ist die WHO-Klassifikation fir die histologische Diagnostik brauchbar?

2) Gibt es einen Zusammenhang zwischen histomorphologischen Kriterien in der Knochen-

marksbiospie und dem genetischen Risiko laut IPSS-R?

3) Falls ein Zusammenhang (siche 2) besteht, wie zutreffend lassen sich anhand einzelner

histomorphologischer Kriterien Aussagen tiber das genetische Risiko laut IPSS-R machen?

4) Welche anderen Zusammenhinge gibt es zwischen Histomorphologie, Genetik, Labord-

aten und klinischen Informationen?
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Morphologie
zytologisch
histologisch

Diagnose

Prognose

Genetik

Abbildung 6: Zusammenhang der Untersuchungsmethoden bei MDS

Legende: Diese Abbildung zeigt die verschiedenen Untersuchungsmethoden und ihre Aussagekraft bei MDS.
Wihrend sich eine Vielzahl von Studien mit der diagnostischen und prognostischen Aussagekraft der Genetik
und Morphologie (schwarze Pfeile) beschiftigt, liegt der Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation auf der
Frage, inwiefern sich eine Hochrisiko-Zytogenetik anhand der Morphologie voraussagen lisst; Quelle: eigenes
Diagramm
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2 Material und Methoden

2.1 Patientendaten

Die Patientendaten wurden mit Hilfe der in der Klinikdatenbank (iXserv, ixmid Software
Technologie GmbH, Koéln) hinterlegten Befunde (Pathologie, Labormedizin, Zytogenetik,
Arztbriefe) erthoben und in bestimmten Fallen kategorisiert. Die Methodik der Datenerhe-
bung wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Georg-August-Uni-

versitit Gottingen genehmigt (Antragsnummer: DOK_129_2013).

2.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Patienten der Studie wurden aus der internen Befund-Datenbank des Instituts fiir Pa-
thologie (Universititsmedizin Gottingen) ausgewihlt. Voraussetzung war eine zuvor in der
Routinediagnostik gestellte MDS-Diagnose. Eingeschlossen wurden Patienten, fur die im
Rahmen der histologischen Materialgewinnung (Beckenkammstanze) auch eine Blutent-
nahme mit Laboruntersuchung sowie eine genetische Untersuchung (bevorzugt mittels Ka-
ryogramm, alternativ mittels FISH) durchgefiihrt wurde. Ublicherweise erfolgte die Gewin-
nung aller Proben innerhalb eines diagnostischen Prozesses in der Klinik fir Hamatologie
und Onkologie. Ausgeschlossen wurden Patienten, bei denen Labor, Histologiebefund oder
genetische Analysen nicht vorlagen, beispielsweise, wenn nur einzelne dieser diagnostischen
Bausteine von externen Behandlern eingesandt worden waren. Die zu den Patienten geho-
renden Priparate wurden aus dem Schnittarchiv gesammelt. Eingeschlossen wurden Pripa-
rate aus dem Zeitraum zwischen 2008 und 2014. Patienten mit sequentiellen Biopsien wur-
den, sofern keine Ausschlusskriterien galten, in das Kollektiv ibernommen. Aufgrund der
Verblindung (s.u.) wurden sie wie neue Patienten evaluiert. Abbildung 7 zeigt in einer Uber-
sicht den Studienaufbau mit den Ein-/Ausschlusskriterien sowie den sich ergebenden Kol-

lektiven.
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Befunddatenbank Nt i B _I - -
Pathologie L | Gesamt-Kollektiv } Score-Kollektiv
Himatoonkologie | Einschlusskriterien: N=91) (N= 55)
MDS-Diagnose v/
Histologie v/
Genetischer Befund v/
Labor v
Andere HimOnk-Diagnose X Blasten <5% X

oder keine Zytogenetik X
+ Patienten unter Therapie X

Abbildung 7: Studienaufbau, Ein-/Ausschlusskriterien, Kollektive

Quelle: eigenes Diagramm

2.1.2 Demographische Patientendaten

Die Patientendaten wurden mit Hilfe der in der Klinikdatenbank (iXserv, ixmid Software
Technologie GmbH, Koéln) hinterlegten Befunde (Pathologie, Labormedizin, Zytogenetik,
Arztbriefe) erhoben und in bestimmten Fillen kategorisiert. Jedem Patienten wurde eine
Identifikationsnummer (ID) zugewiesen. Diese diente der Anonymisierung von sensiblen
Patientendaten (Nachname, Vorname, Geburtsdatum). Die bei Eingang von Gewebeproben
in der Pathologie fortlaufend vergebene Priparate-Nummer wurde erfasst. Das Alter des
Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurde anhand des Geburtsdatums sowie des

Befunddatums errechnet. Das Geschlecht der Patienten wurde registriert.

2.2 Labordaten

Folgende, fiir die Bewertung der histologischen Priparate im Rahmen einer MDS-Abklirung
relevanten hidmatologischen Laborparameter wurden aus der Befunddatenbank iXserv tiber-
tragen: Himoglobin (in g/dl), Himatokrit (in %), Erythrozyten (in 10°/ul), MCV (mean cor-
puscular volume) (in fl), Thrombozyten (in 10°/ul), Leukozyten (in 10°/ul). Bei Erfassung
wurde auf einen engen zeitlichen Zusammenhang zum Entnahmedatum von Histologie und

Zytogenetik geachtet.

2.3 Zytogenetischer Befund

Die zytogenetischen Daten wurden anhand der im Labor fiir Zytogenetik der Klinik fir Ha-

matologie und Onkologie (Universititsmedizin Gottingen) erstellten Befunde erhoben. Hier
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wurden die entsprechenden Untersuchungen im Rahmen der klinischen Routine durchge-
fihrt. Zwei Methoden lieSen sich abgrenzen: im Normalfall erfolgte eine Binderungsanalyse
im Karyogramm, unter besonderen Umstinden auch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

(FISH)-Sondenmarkierung an CD34"-Zellen.

2.3.1 Karyogramm-Befund und ISCN

Zur Analyse zytogenetischer Verinderungen wird klassischerweise ein Karyogramm, also die
Darstellung einzelner Chromosomenpaare in einer Ubersicht, verwendet. Hierfiir werden die
Knochenmarkszellen erst zur Teilung gebracht und im Metaphasestadium arretiert. In die-
sem ist die Kondensation des Chromatins am stirksten, sodass nach Fotographie unter dem
Mikroskop und Anordnung der Chromosomen in Paaren eine Chromosomen-Binderungs-
Analyse (CBA) gutdurchgefithrt werden kann. Die Zusammenfassung dieser Analyse erfolgt
anhand des International System for Human Cytogenetic Nomenclature ISCN) (Shaffer et al. 2013).
Bei der ISCN handelt es sich um ein einheitliches Schema zur Beschreibung von normalen
und abnormen Karyogrammen. Die in der ISCN-Formel zuerst genannte Zahl entspricht
der absoluten Chromosomenzahl. Nach einem Komma folgen die Geschlechtschromoso-
men. Liegen zusitzlich strukturelle oder numerische Chromosomenaberrationen vor, wer-
den diese im Anschluss angegeben. Fir die Art der Aberration wird eine Abkurzung verwen-
det (bspw. ,,del” fiir Deletion oder ,,ins*“ fur Insertion). Der Ort der Aberration wird eben-
falls durch eine standardisierte Formel angegeben: In der auf die Abkirzung folgende Klam-
mer steht das betroffene Chromosom, in der zweiten Klammer der genaue Ort (p/q fur
kurzer/langer Arm, die danach folgenden Zahlen die Region, Bande und Subbande). Die bei
MDS hiufig anzutreffende Mosaikkonstellation wird mit zwei durch ein ,,/“ getrennte Fot-
meln angegeben. Die Anzahl der untersuchten und betroffenen Metaphasen wird jeweils in

eckigen Klammern angegeben.

Die im ISCN enthaltenen genetischen Informationen wurden fir die weitere Auswertung
kategorisiert und folgende Variablen erfasst: die Anzahl aller untersuchten Metaphasen
(MPG), die Anzahl der abnormen Metaphasen (MPA), die KlongréBe in % (KG) und das

Vortliegen von komplexen Aberrationen.

2.3.2 FISH-Sondenpanel an CD34"-Zellen

Wenn eine aktuelle Zytogenetik mittels Karyogramm nicht vorlag, wurde eine aktuelle Ver-
laufskontrolle mittels FISH an CD34" peripheren Blut- oder Knochenmarkszellen (pB- bzw.
KM-Zellen) durchgefithrt. Bei ersterem handelt es sich um eine neue Methode in der MDS-
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Diagnostik (Braulke et al. 2010). Aus dem peripheren Blut wurden CD34"-Zellen mittels
immunomagnetischer Zellseparation (MACS®, Miltenyi Biotex GmbH, Bergisch Gladbach)
gewonnen. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines FISH-Sondenpanels untersucht
(Abbott® Products, Abott GmbH & Company, KG, Wiesbaden). Bei der FISH wurden mit
einem Fluoreszenzfarbstoff verbundene einzelne DNA-Stringe (Sonden) mit den zu unter-
suchenden Chromosomen vermischt. Binden die Sonden an ihre passenden, komplementi-
ren Chromosomenabschnitte, kann dies unter einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen

werden.

2.3.3 Zytogenetische Risikogruppen des IPSS-R

Den ermittelten Aberrationen wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation in der Un-
terkategorie ,,zytogenetische Risikogruppe im IPSS-R eine bestimmte Punktzahl zugewie-
sen, die neben den Kriterien des Blastenanteils und der Zytopenien in den Gesamt-IPSS-R
einging. Nach der aktuellen Revision wurde dies in 5 verschiedene Kategorien mit unter-
schiedlicher Punktzahl (0 - 4 Punkte) eingeteilt (Greenberg et al. 2012). Die Grundlage des
revidierten IPSS mit dem Einschluss neuer Aberrationen bildet das MDS' c¢ytogenetic scoring
system (Schanz et al. 2012). Tabelle 3 zeigt die zytogenetischen Befund-Konstellationen mit
der dazugehérigen Risikoeinstufung (Punktzahl fir Berechnung des Gesamt-IPSS-R). Bei
Erwihnung des IPSS-(R) ist immer auf die Unterscheidung zwischen dem Gesamt IPSS-(R)

und dem jeweiligen zytogenetischen Risikoscore als Unterkategorie des IPSS-(R) zu achten.
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Tabelle 3: Zytogenetische Risikogruppen des IPSS-R

Prognostische Subgruppen  Zytogenetische Aberrationen

einfach doppelt komplex

sehr gtnstig (0 Pkt.) del(11q)
-Y

gunstig (1 Pkt.) normal jede mit del(5q)
del(5q)
del(12p)
del(20q)

intermedidr (2 Pkt.) del(7q) jede andere
+8
+19
i(17q)

Jede andere

ungunstig (3 Pkt.) -7 jede mit -7/del(7q) 3 Aberrationen
inv (3)
/t(3q)
/del(3q)

sehr ungtinstig (4 Pkt.) > 3 Aberrationen

Modifiziert nach Schanz et al. (2012) und Greenberg et al. (2012)

2.4 Klinische Angaben

Zu jeder eingesendeten Knochenmarksstanze gehorte ein begleitender Text fiir klinische An-
gaben und die Fragestellung. Dieser sollte Zeitpunkt sowie Stellenwert der pathologischen
Untersuchung im gesamten diagnostischen Prozess einordnen und war Ausgangspunkt fir
die weitere Diagnostik. Die vielfaltigen verschiedenen Anfragen wurden fiir die statistische

Auswertung in relevante Kategorien eingeteilt.

Die Gruppe ,,V.a. MDS* (Verdacht auf MDS) umfasste alle Anfragen, bei denen laut Ein-
sendeschein noch kein MDS bekannt war, aber der klinische Verdacht bestand. Ein haufiger
Grund fir die Bitte um pathologische Mitbeurteilung in dieser Kategorie waren beispiels-
weise unklare Zytopenien. Von dieser Gruppe abzugrenzen waren Patienten mit bekanntem
MDS und einer Verlaufskontrolle. Grund fiir eine erneute Probenentnahme war hier die
Abklirung des Krankheitsverlaufs (Remission, Progress). Da eine Chemotherapie Einfluss
auf die Morphologie des Knochenmarks haben kann, wurden verschiedene Gruppen gebil-
det: ,,Verlaufskontrolle ohne Therapie® (fur Patienten mit einem watch-and-wait-Ansatz oder
rein supportiver Therapie) und ,,Verlaufskontrolle unter Therapie® (fur Patienten mit aktu-
eller oder stattgehabter Chemotherapie bzw. Stammezelltransplantation). Es sei an dieser

Stelle darauf hingewiesen, dass die supportive Therapie, beispielsweise mit Eisenchelatoren
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oder Wachstumsfaktoren, nicht separat erfasst wurde, obwohl diese auch einen Einfluss auf

die Knochenmarkshistologie haben kann.

Des Weiteren lieBen sich aus dem Einsendeschein oder aus der Krankenakte Hinweise auf
die Atiologie des MDS zichen. Eine vorherige Radio-Chemotherapie in der Anamnese fir
eine andere maligne Erkrankung wurde als Therapie-assoziiertes, sekundires MDS (t-MDS)

gewertet,

2.5 Histologische Priparate

2.5.1 Materialgewinnung und Fixierung

Die histologischen Schnitte der vorliegenden Dissertation wurden im Rahmen der klinischen
Routine in der Abteilung fiir Himatologie und Onkologie der Universititsmedizin Gottingen
gewonnen und dem Institut fir Pathologie zur Mitbeurteilung tibersandt. Bei den Gewebe-
proben handelt es sich um standardmiBig am Beckenkam gewonnene Knochenmarksstanz-
zylinder (Bain 2001). Hierfiir wird der Patient mit angezogenen Beinen in Seitenlage positi-
oniert. Nach Desinfektion sowie Lokalanidsthesie von der Haut bis zum Periost wird das
Mark auf Hoéhe der Spina illiaca posterior superior punktiert. Es erfolgt zuerst eine Aspiration
von Knochenmark fiir die zytologische Beurteilung und im Anschluss eine Stanze fiir die
Beurteilung des gesamten Gewebezylinders in der Pathologie. Der 2 — 3 mm dicke und 20 —
30 mm lange Stanzylinder wird nun fir den Transport und die Zeit bis zur Weiterverarbei-
tung in einer Fixierungslosung (4% Formalin) eingelegt. Diese soll eine Zersetzung des Ma-

terials verhindern und eventuell vorhandene Krankheitserreger abtéten.

2.5.2 Blockherstellung, Schneiden und Férben

Auch die Herstellung der zu beurteilenden Priparate erfolgte in der Routinediagnostik durch
Mitarbeiter des Instituts fiir Pathologie. Um den Knochenmarkszylinder schneiden und fir-
ben zu kénnen, ist zunichst eine Entkalkung notwendig (Mulisch und Welsch 2010). Hierfir
wird die Probe fur 8 Stunden in Ameisensdure eingelegt. Nach Entwasserung des Priparates
durch eine aufsteigende Alkoholreihe folgt die Einbettung in Paraffin. Der die Knochen-
marksstanze enthaltende Paraffinblock wird mit einem Mikrotom geschnitten. Fiir den Far-
beprozess wird der Schnitt wieder entparaffiniert und Wasser durch eine Alkoholreihe in
absteigender Konzentration hinzugefiigt. Dann folgt das Firben der Schnitte mit Losungen,

die auf eine bestimmte Weise mit Gewebeanteilen reagieren (siche Kapitel 2.5.3). Vor einer
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Begutachtung wird dem Praparat durch eine aufsteigende Alkoholreihe wieder Wasser ent-

zogen und das gefirbte Material mit einem Deckglas versiegelt.

2.5.3 Firbungen bei MDS-Diagnostik

Die Begutachtung von Knochenstanzzylindern bei MDS erfolgt mit einem bestimmten Pa-
nel an Firbungen. Diese unterscheiden sich beziiglich des chemischen Mechanismus und der
Anfirbeeigenschaften. Die Durchfihrung ist in Mulisch und Welsch (2010) detailliert be-

schrieben.

2.5.3.1 Standard- und Spezialfirbungen

Die Himatoxylin-Fosin-Firbung (HE) ist eine verbreitete Routine-Standard-Farbung, die
eine Ubersicht {iber alle histologischen Priparate ermdglicht. Dies ist auf ihre schnelle und
einfache Anwendbarkeit sowie den guten Farbkontrast zuriickzufithren. Der Himatoxylin-
Anteil firbt die anionischen (basophilen) Strukturen, wie Zellkerne und Proteine im Zyto-
plasma, blauviolett ein, wihrend Eosin als kationischer (eosinophiler) Farbstoff an die sauren

Anteile des Zytoplasmas und des Extrazellulirraumes (Kollagen) bindet.

Die Giemsa-Firbung (Gi) ist eine hiufig in Blutausstrichen verwendete Firbung und enthilt

eine Mischung aus Eosin, Methylenblau, Methylenazur und Methylenviolett. Hierdurch
kommt ein differenziertes Bild der verschiedenen Blutbestandteile zustande, so zum Beispiel
eine bessere Unterscheidung zwischen eosinophilen, basophilen und neutrophilen Gra-

nulozyten-Granula.

Die Masson-Goldner-Firbung (Go) gehért zu den Trichromfirbungen, die insbesondere zur

Darstellung von Bindegewebe verwendet werden. Die drei eingesetzten Farbstoffe (,,T'rich-
rom-*) haben unterschiedliche Diffusionseigenschaften in den verschiedenen Geweben. So
wird ein Farbstoff zwischen zwei Firbevorgingen schneller aus dem Extrazellularraum ent-
fernt als aus dem Zytoplasma. Dadurch kommt es bei der Masson-Goldner-Firbung zu einer
abgestuften Firbung mit den Zellkernen in dunkelbraun, dem Zytoplasma in rot und dem

Bindegewebe in griun.

Bei der Versilberung handelt es sich um eine Metallimpragnation. Retikulire Fasern (vor
allem Kollagen Typ III) werden dargestellt.

Die Berliner-Blau-Reaktion (Fe) ist die ublicherweise zum Nachweis von Eisen verwendete

Firbung. Nur dreiwertiges, ionisiertes Eisen (Fe3") reagiert hierbei, also kein Eisen, das in
organische Verbindungen (bspw. Himoglobin) eingebaut ist und kein zweiwertiges Eisen.

Im Priparat zeigen sich blaue Kérnchen als Zeichen der Eisenablagerung.
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Die PAS-Reaktion (periodic acid Schiff reaction) ist eine histochemische Firbung zur Darstellung
von Kohlenhydraten. Durch die Periodsiure werden diese zu Aldehyden oxidiert, die wiede-
rum mit einer fuchsinschwefligen Sdure (Schiffsches Reagens) unter Freisetzung von Fuchsin

reagiert. Dieses ist im Priparat als rot-magenta farbiges Pigment zu sehen.

Der Nachweis von Chloracetatesterase (CAE) gelingt mit der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-

Esterase (NACE)-Reaktion. Neutrophile Granulozyten werden hierdurch violett bis karmin-

rot dargestellt.

2.5.3.2 Immunhistochemische Firbungen

Grundlage fir die immunhistochemischen Fiarbungen ist die Bindung eines aufgebrachten
Antikoérpers an ein sich im Priparat befindliches Antigen (Epitop). Als nichstes folgt eine
optische Markierung dieser Antigen-Antikérper-Verbindung durch einen sekundiren Anti-
korper. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir diesen Prozess das Dako Autostainer Link 48
System (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) mit den dazugehérigen Reagenzien verwen-
det. Zuerst wurde eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung, die die Antigen-Antikorper-Bin-
dung erleichtern sollte, durchgefiihrt. Eine weitere vorbereitende Behandlung erfolgte durch
Inkubation in einer Citratlésung mit einem pH 6 fiir 20 min, bei CD34, CD61, Glycophorin
C und MPO zusitzlich mit einem Mausverstirker (,,M“, EnVision™ FLEX+, Mouse
(LINKER)) mit Stabilisierungsproteinen fiir 10 min. Dann wurde der jeweilige primire An-
tikorper in Form eines spezifischen Klons (Tabelle 4) aufgetragen, damit dieser an das zu
untersuchende Zielantigen band. Die Applikation erfolgte bei manchen Antikérpern unver-
dunnt (ready fo use), bei in konzentrierter Form vorliegendem Reagenz nach entsprechender

Verdunnung,.

Als sekundirer Antikorper wurde das EnVision™ System (Abbildung 8) genutzt (Sabattini
et al. 1998). Das Grundgertst bildete ein Dextran-Polymer, an das verschiedene sekundire
Antikérper (von Maus und Kaninchen) angelagert waren (Dako, EnVision™ FLEX/HRP
Detection Reagent, Bestell-Nr. SM802). Diese erhéhte Antikérper-Dichte steigerte die Sen-
sitivitit fur im Pridparat vorhandene Epitope. Aullerdem waren an das Dextran-Polymer
mehrere HRP-Enzyme (horseradish peroxidase) gebunden. Durch Zugabe des HRP-Substrates
DAB (3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid), wird dieses durch Oxidation braun verfirbt
und kann lichtmikroskopisch detektiert werden. Vorteil dieses Systems war zum einen, dass
nur zwei Arbeitsschritte notwendig waren (Aufbringen von primirem AK und Polymer),
und zum anderen, dass durch die Vielzahl von am Polymer gebundenen Enzymen und An-
tikopern eine erhohte Reaktivitit bestand. Die Gro3e hat jedoch auch mégliche Nachteile

beim Ein- und Durchdringen bestimmter Gewebe.
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Abbildung 8: Schema der EnVision™-Antikérper
Ubersetzung: Tissue antigen: Gewebsantigen, Primary antibody: primirer Antikérper, Secondary antibody: sekundirer
Antikérper, Engyme molecules: Enzymmolekile, Dextran backbone: Dextrangrundgeriist; aus Sabattini et al. 1998)
mit freundlicher Genehmigung von BMJ Publishing Group Ltd.

Tabelle 4: Immunhistochemische Farbungen bei MDS

Zielantigen Klon Hersteller Vorbehandlung Verdiinnung
(Bestell-Nr.)

CD34 QBEnd10 | Dako (IR632) 20 min + M (10 min) | ready to use
CD117 c-kit Dako (A45020) | 20 min 1:500

CDo1 Y2/51 Dako M0753) | 20 min + M (10 min) | 1:100

CD3 Dako (IR503) 20 min ready to use
CD20 L-26 Dako (IR604) 20 min + M (10 min) | ready to use
Glycophorin C | Ret40f Dako (M0820) | 20 min + M (10 min) | 1:100

MPO Dako (IR511) 20 min + M (10 min) | ready to use

Legende: ,,M*“: Mausverstirker
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2.6  Erste Durchsicht: Routine-Befundung

Im ersten Untersuchungsdurchgang wurden die Priparate der eingeschlossenen Patienten
befundet, wie es in der routinemiligen Beurteilung von Patienten mit Verdacht auf MDS
Gblich ist. Hierbei erfolgte eine Verblindung gegentiber den klinischen Angaben, der Zyto-
genetik sowie der erstmalig gestellten Diagnose. Lediglich Alter, Geschlecht und Laborpara-
meter wurden mitgeteilt. Die Untersuchung und Befundung der Priparate erfolgte nach ei-
nem standardisierten Protokoll. Es erfolgte ausschlieBlich eine histologische Beurteilung der
Stanzen und nicht der Ausstriche. Verwendet wurde ein Mikroskop vom Typ Olympus BX53
(Olympus Deutschland GmbH, Hamburg). Kennzeichnend fir das histologische Bild bei
MDS allgemein ist zum einen das vermehrte Vorliegen einer oder mehrerer Blutzellrethen
(bei bekannter peripherer Zytopenie) und zum anderen morphologische Zeichen einer Fehl-
entwicklung (Dysplasie) der Himatopoiese. Diese beiden Kriterien wurden bei der Beurtei-

lung der Priparate in verschiedener Weise angewandt.

2.6.1 Gesamt-Zellularitat und Alterskorrektur

Am Anfang der Beurteilung eines MDS-Priparates stand die Bestimmung der Zellularitit,
also des Anteils der zelluliren Bestandteile am Gesamtmark. Aufgrund der physiologischen
Abnahme des blutbildenden Gewebes im Laufe des Lebens war eine altersabhingige Ein-
ordnung dieses Wertes notwendig. Die europidischen Konsensus-Richtlinien (Thiele et al.
2005) geben hierzu die in Tabelle 5 dargestellten Empfehlungen. In der vorliegenden Disser-
tation wurde zur Abschitzung folgende, an die Konsensus-Richtlinien angelehnte Formel
verwendet: Das Alter +/- 10 entspricht dem alterskorrigierten Anteil des Fettgewebes in
Prozent. Daraus ergibt sich der im Normalfall zu erwartende Anteil der Hamatopoiese
(100 % - alterskorrigiertes Fettgewebe). Abbildung 9 verdeutlicht dies an vier circa gleichal-
ten Patienten. Bei einem 70-Jdhrigen wire ein Fettanteil von 60 — 80 % und ein Hidmato-
poiese-Anteil von 20 — 40 % zu erwarten. Der Unterschied von erwartetem und tatsdchli-
chem Himatopoiese-Gehalt wurde anhand einer semiquantitativen Skala erfasst (hypozellu-
lir: -1, normozellulir: 0, leicht hyperzellulir: +1, maBig hyperzelluldr: +2, stark hyperzellu-

lir: +3).

Tabelle 5: Normale Zellularitit nach europidischem Konsensus

% Hiamatopoiese

Alter (normal)
20-30 60-70
40-60 40-50
=70 30-40

Modifiziert nach: Thiele et al. (2005)
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Abbildung 9: Altersabhingige Zellularitit

Unterschiede im Hidmatopoieseanteil bei vier Patienten derselben Altersgruppe (68-74 Jahre); A: stark hyper-
plastisches Knochenmark (Grad 3) [Patient ID-37, Himatoxylin-Eosin-Farbung, 10-fache VergréBerung], B:
miBig hyperplastisches Knochenmark (Grad 2) [Patient ID-24, Giemsa-Firbung, 10-fache VergréBerung], C:
leicht hyperplastisches Knochenmark (Grad 1) [Patient ID-81, Himatoxylin-Eosin-Farbung, 10-fache Vergro-
Berung], D: hypoplastisches Knochenmark (Patient ID-51, Himatoxylin-Eosin-Firbung, 10-fache VergroBe-
rung); Quelle: Quelle: eigene Priparate

2.6.2 Markraumsiderose

Die Beurteilung des Eisengehaltes erfolgte anhand der Berliner-Blau-Reaktion (siche Kapitel
2.5.3.1). Die pathologische Eisenspeicherung im Knochenmark, die Markraumsiderose,
wurde auf einer Skala semiquantitativ erfasst. Die Eisenablagerung wurde in folgende Stufen
eingeteilt: 0 = keine, 1 = leicht, 2 = miBig, 3 = stark. Beispiele fur die verschiedenen Schwe-
regrade sind in Abbildung 10 wiedergegeben. Bei sehr starker Eiseniiberladung sind bereits

in der HE-Firbung rotbraune Ablagerungen zu erkennen.
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Abbildung 10: Markraumsiderose

A: keine Einlagerung (Grad 0) [Patienten 1D-84, Berliner-Blau-Firbung, 20-fache VergroBerung], B: leichte
Eiseneinlagerung (Grad 1) [Patienten ID-10, Berliner-Blau-Firbung, 20-fache Vergréerung], C: miBige Eisen-
lagerung (Grad 2) [Patienten ID-06, Betliner-Blau-Firbung, 20-fache VergroBerung], D: sehr starke Eiseneinla-
gerung (Grad 3) [Patienten ID-84, Berliner-Blau-Firbung, 20-fache Vergroierung]; Quelle: eigene Priparate

2.6.3 Markraumfibrose

Analog zum Eisen erfolgte eine Quantifizierung der Markraumfibrose (MF), also des ver-
mehrten Vorhandenseins von extrazelluldrer Matrix in Form von Retikulin. Am besten ge-
eignet ist eine Versilberung. Die Gradeinteilung der Markraumfibrose erfolgte anhand der
Europiischen Konsensus-Leitlinie (Thiele et al. 2005). Diese gibt vor, dass zuerst eine interne
Kontrolle der Firbung anhand der Anfirbbarkeit von Gefilwandungen durchgefihrt und
dann die Gradeinteilung vorgenommen wird (Tabelle 6). Die unterschiedlichen Auspri-
gungsgrade sind in Abbildung 11 dargestellt. Ein Patient mit MF-3 befand sich nicht im
Kollektiv.
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Tabelle 6: Einteilung der Markraumfibrose nach europdischem Konsensus

Gradeinteilung Beschreibung

MF-0 verteiltes, bandférmiges Retikulin ohne Uberschneidungen
(Kreuzungen) wie im normalen Knochenmark

MF-1 lockeres Netzwerk von Retikulin mit vielen Uberschnei-
dungen, vor allem perivaskulir

MF-2 diffuse und dichte Vermehrung von Retikulin mit hiufigen
Uberschneidungen, zum Teil fokale Kollagen-Biindel oder
Osteosklerose

MF-3 diffuse und dichte Vermehrung von Retikulin mit hiufigen
Uberschneidungen, hiufige, grobe Kollagen-Biindel, signi-
fikante Osteosklerose

Modifiziert nach Thiele et al. (2005)

Abbildung 11: Markraumfibrose

A: zartes retikuldres Faserwerk (>) (Kontrollpatient, Versilberung, 40-fache VergroBerung), B: leichte Faserver-
mehrung (>) (Grad 1) (Patient ID-16, Versilberung, 40-fache VergroBerung), C: miBige Markraumfibrose (>)
(Grad 2) (Patient ID-40, Versilberung, 40-fache VergréBerung); Quelle: eigene Priparate
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2.6.4 Lymphozytenansammlungen

Das Vorhandensein von Lymphozytenansammlungen wurde erfasst. In Abbildung 12 ist
eine solche Population abgebildet. Die CD3-Immunhistochemie konnte fiir die Darstellung

von T-Zellen und die CD20-Immunistochemie fiir B-Zellen genutzt werden.

Abbildung 12: Gruppierte Lymphozytenansammlung

A: Lymphozyten-Ansammlung [Patient ID-10, 20-fache VergroBerung, Al: Himatoxylin-Eosin-Firbung, A2:
CD20-Immunhistochemie, A3: CD3-Immunhistochemie]; Quelle: eigene Priparate

2.6.5 Qualitative morphologische Beurteilung der Himatopoiese

Zur Diagnostik eines histologischen Schnittes bei MDS gehort auch der Versuch, morpho-
logische Verinderungen innerhalb der verschiedenen Zellreihen sowie der gesamten Kno-
chenmarksarchitektur (Dysplasie-Zeichen) festzustellen, wobei dies streng genommen der
zytologischen Beurteilung des Knochenmarksausstriches vorbehalten ist. In der pathologi-
schen Routinediagnostik werden diese Verinderungen qualitativ beschrieben und im Freitext
der Befundmitteilung erfasst. In dieser Studie wurden im ersten Durchgang Verinderungen
in den Kategorien ,,Erythropoiese®, ,,Granulopoiese®, ,,Megakaryopoiese* sowie ,,Architek-
tur® ebenfalls als Freitext festgehalten. Beschrieben wurde beispielsweise die Vermehrung
oder Verminderung einer bestimmten Zellreihe, Verinderungen der Morphologie einzelner
Zellen (Atypien, Mitosefiguren, Kerngréflenunterschiede, GroBenunterschiede zwischen
den Zellen, das Auftreten frither, blastirer Entwicklungsstufen) sowie Stérungen in der not-
malen Verteilung der Zellrethen im Knochenmark (Clusterbildung, Auflésung von Erythro-
zytennestern, Vorhandensein von Granulozyten im Zentrum des Markraums). Diese Beur-
teilung bildete unter anderem die Grundlage fiir die Entwicklung der semi-quantitativen Ka-
tegorien, mit denen die Knochenmarksmorphologie in der zweiten Durchsicht erfasst wurde.
Eine detaillierte Darstellung dieser morphologischen Verinderungen anhand von Bildern

erfolgt mit der Besprechung dort.

2.6.6 Immunhistochemische Blastenbestimmung

In der vorliegenden Studie wurde der Anteil der Blasten im Vergleich zu allen Zellen in %

bestimmt. Verwendet wurden die Immunfirbungen fur CD34"- und CD117"-Blasten.
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Abbildung 13 zeigt verschiedene Ausprigungsgrade einer Blastenvermehrung. Der Anteil ist
sowohl fiur die WHO-Klassifikation (5 — 9 % Blasten entspricht MDS-EB-1, 10 — 20 %
entspricht MDS-EB-2) als auch fir den IPSS-(R) relevant.

A: Knochenmark mit unter 5 % CD-34*-Zellen [Patient ID-4, CD-34-Immunhistochemie, A;: Ubersichtsan-
sicht, 20-fache VergroBerung und Az Detailansicht, 40-fache VergroBerung], B: Knochenmark mit 5 — 9 %
CD-34+-Zellen (MDS-EB-1) [Patient ID-90, CD-34-Immunhistochemie, B: Ubersichtsansicht, 20-fache Ver-
groferung und Ba: Detailansicht, 40-fache VergroBerung], C: 10 — 20 % CD-34+-Zellen (MDS-EB-2) [Patient
ID-4, CD-34-Immunhistochemie, Ci: Ubersichtsansicht, 20-fache VergroBerung und Cp: Detailansicht, 40-fa-
che VergroBerung]; Quelle: eigene Priparate
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2.6.7 Diagnosestellung nach WHO-Klassifikation

In Zusammenschau aller Befunde wurde die histomorphologische Studiendiagnose laut
WHO-Klassifikation gestellt. Eine Einteilung in die Kategorien MDS-SLD, MDS-MLD,
MDS-EB-1 und MDS-EB-2 erfolgte. Eine Einteilung in alle zehn Sub-Kategorien der WHO-
Klassifikation ist allein basierend auf dem histologischen Priparat nicht moglich. Deshalb
orientieren sich die unten genannten Kategorien zwar an der WHO-Klassifikation, sind al-
lerdings weniger detailliert. Die vollstindigen, zusammengefassten Diagnosekriterien sind in

Tabelle 7 dargestellt.

Die pathologische MDS-SLD-Kategorie (MDS with single lineage dysplasia) beschreibt Patienten
mit morphologischen Verinderungen in mehr als 10 % der Zellen einer Zellrethe (Erythro-
poiese, Granulopoiese, Megakaryopoiese) und Blasten unter 5 %, wihrend bei MDS-MLD-
Kategorie (MDS with multilineage dysplasia) mehrere Zellreihen betroffen sind.

Eine weitere Kategorie ist das MDS with ring sideroblasts (MDS-RS), ehemals bezeichnet als
RARS (Refraktire Animie mit Ring-Sideroblasten), in der > 15 % der Zellen Eisengranula
aufweisen. Gewebe dieser MDS-Kategorie wird am besten zytologisch im Knochenmarks-
ausstrich begutachtet, weil die Berliner-Blau-Firbung intrazellulires Eisen nicht zuverlissig
anfirbt (Horny et al. 2007). Deswegen wurde diese Kategorie in der vorliegenden Studie
nicht vergeben. Es ist ebenfalls mdglich ein MDS-RS zu diagnostizieren, wenn die
Ringsideroblasten unter 15 % aber tiber 5 % liegen, solange zusitzlich eine SF3B1-Mutation
vorliegt. In die Kategorien der MDS with exvess of blasts (MDS-EB) wird eingeteilt bei uni-
oder multilindrer Dysplasie mit 5 - 9 % Blasten (fiir MDS-EB-1) oder 10 — 20 % Blasten (fur
MDS-EB-2).

Fir die WHO-Kategorien MDS with isolated del(5q) sowie MDS, unclassifiable (MDS-U) missen
zytogenetische Untersuchungen vorliegen, gegentiber denen jedoch bei der Durchsicht ver-
blindet wurde. Beim 5q-Syndrom liegen typische morphologische Verinderungen der Meg-
akaryopoiese vor zusammen mit der entsprechenden isolierten Zytogenetik. In die Gruppe

MDS-Unklassifizierbar werden verschiedene Konstellationen eingeordnet (siche Tabelle 7)

(Arber et al. 2010).
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Tabelle 7: Befunde im peripheren Blut und Knochenmark, WHO-Klassifikation 2016

Entitit

Blut-Untersuchung

Knochenmarks-Untersuchung

MDS mit unilinedrer Dysplasie
(MDS-SLD)

Unizytopenie oder Bizytopenie
<1 % Blasten

unilinedre Dysplasie
< 5% Blasten
< 15 % Ringsideroblasten

MDS mit multilinedrer Dysplasie
(MDS-MLD)

Zytopenie(n)
<1 % Blasten

multilinedre Dysplasie
< 5% Blasten
< 15 % Ringsideroblasten

MDS mit Ringsideroblasten
(MDS-RS)

MDS-RS mit unilinedrer Dysplasie

(MDS-RS-SLD)

MDS-RS mit multilinedrer Dyspla-

sie (MDS-RS-MLD)

Unizytopenie oder Bizytopenie
<1 % Blasten

Zytopenie(n)
<1 % Blasten

unilinedre Dysplasie

< 5% Blasten

2 15 % Ringsideroblasten
multilinedre Dysplasie

< 5% Blasten

2 15 % Ringsideroblasten

MDS mit del(5q)

Unizytopenie oder Bizytopenie
<1 % Blasten

uni- oder multilinedre Dysplasie

<5 % Blasten

del(5q) isoliert oder mit einer Zusatz-
anomalie auBler -7 oder del(7q)

MDS mit Blastenexzess
(MDS-EB)

MDS-EB-1

MDS-EB-2

Zytopenie(n)

2 — 4 9% Blasten
keine Auer-Stibchen
Zytopenie(n)

< 5-19 % Blasten
Auer-Stibchen

keine, uni-/muldlinedre Dysplasie
< 5-9 % Blasten

keine Auer-Stibchen

keine, uni-/muldlinedre Dysplasie
<10 —19 % Blasten
Auer-Stibchen

MDS-Unklassifizierbar (MDS-U)

mit 1 % Blasten im Blut

mit unilinedrer Dysplasie und
Panzytopenie

basierend auf definierender Zyto-

genetik

Zytopenie(n)
1 % Blasten
Panzytopenie
<1 % Blasten
Zytopenie(n)
<1 % Blasten

uni- oder multilinedre Dysplasie
<5 % Blasten

unilinedre Dysplasie

<5 % Blasten

keine Dysplasie
MDS-definierende Zytogenetik
< 5 % Blasten

Refraktire Zytopenie des Kindesal-

ters

Zytopenie(n)
< 2% Blasten

uni- oder multilinedre Dysplasie
< 5 % Blasten

Dysplasie liegt vor, wenn > 10 % der Zellen einer Reihe betroffen sind, ein Subtyp mit Ringsideroblasten kann
auch votliegen, wenn < 15 % aber > 5 % der Zellen Eisengranula aufweisen und zusitzliche eine SF3B1-
Mutation vorliegt. Modifiziert nach Arber et al. (20106)

2.7

Zweite Durchsicht: Anwendung des Morphologie-Scores

Um die Aussagekraft der morphologischen Ergebnisse vergleichen zu kénnen, wurden ver-
schiedene Parameter in einer zweiten Durchsicht semi-quantitativ erhoben. Erneut wurde
der Befund gegeniiber der Diagnose, Zytogenetik und den klinischen Angaben verblindet.
Berichtet wurde lediglich Alter, Geschlecht, Laborparameter sowie die im ersten Durchgang
ermittelten Kategorien fir Knochenmarkssiderose, Fibrose, alterskorrigierte Zellularitit so-

wie Lymphozyten. Der Blastengehalt wurde nicht mitgeteilt und die Beurteilung der CID34-
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Expression von Megakaryozyten ans Ende der Bewertung gestellt, um eine von diesem wich-
tigen Prognosefaktor unabhingige Beurteilung der morphologischen Kriterien zu gewihr-
leisten. Dieser ,,Morphologie-Score MDS* wurde an einem Sub-Kollektiv von mit hoher
Sicherheit an MDS erkrankten Patienten durchgefiihrt. Als diagnostisch sicher in diesem
Sinne galt fir diese Studie die signifikante Erhéhung von Blasten bei der ersten Durchsicht
(> 5 %) oder der zytogenetische Nachweis einer Aberration. Wegen des méglichen Einflus-
ses der Chemotherapie auf die Morphologie des Knochenmarks wurden die Patienten der

Gruppe ,,Verlaufskontrolle unter Therapie® von dieser zweiten Durchsicht ausgeschlossen.

2.7.1 Aufbau des Morphologie-Scores

Die zu beurteilenden Kriterien ergaben sich aus der klinischen Erfahrung und den im ersten
Durchgang registrierten Beobachtungen zu morphologischen Verinderungen bei MDS. So-
wohl quantitative Veranderungen in der Zellzahl als auch qualitative Verinderungen wurden
erfasst. Letztere wurden noch einmal eingeteilt in Reifungsstérungen, die sich auf Verinde-
rungen in der Morphologie der einzelnen Zelle beziechen, und Architekturstérungen, die auf
einer abnormen Verteilung der Zellen im Knochenmark basieren. Die semi-quantitative Ein-
teilung erfolgte bei den Reifungs- und Architekturstérungen jeweils in die Kategorien 0 (not-
mal), 1 (leicht atypisch), 2 (miBig atypisch) oder 3 (schwer atypisch). Eine héhere Kategorie

zeigt also jeweils einen hoheren Dysplasie- oder Atypiegrad an.

Morphologie-Scorg MDS " 1 6

Praparate-Nummer:__{ 29 E/ )( L’/? L\Z ,1 Yo
| |- - Quantitét . Reift orung Architekturstérung ]
| Granulopoese e [ 1 T X [ 3 0 1| 2 3 o | 1 2 | 3 |
Linksverschiebung 0 1 X 3 ]
| GréBenvariabilitédt 0 )( 2 3 |
ALIPS 0 1 ) 3
Erythropoese 0 X 2 3 0 1 2 3 0 1 | 2 3
Makrozytose ) 0 1 .& 3 i R
KerngroRen+/- o 0 1 i X 3 ) I
Unscharfe Nester 0 1 )\’ 3
Megakaryozyten | 0 1 X 3 0 _1 2 3 0 1 2 3 |
Hypolobuliert 0 1 X 3 ]
Mikrozytar 0 1 Y 3 R
Cluster-Bildung 0 1 ) e 3
CD34+ o [ x [ 2 [ 3
Fe 0 1 2 X
Faser X 1 2 3
Zellularitat 0 1 X 3
Lymphos X 1

Abbildung 14: Morphologie-Score MDS
Beispiel eines Morphologie-Scores (Patient mit der Patienten-ID 54); Quelle: eigene Abbildung
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2.7.2 Quantitative Verinderungen einzelner Zellreihen

Jede Zellreihe — Granulopoiese, Erythropoiese und Megakaryopoiese — wurde nach Quanti-
tit eingeteilt in die Kategorien -3 (stark vermindert), -2 (médBig vermindert), -1 (leicht ver-
mindert), 0 (normal), +1 (leicht vermehrt), +2 (miBig vermehrt), +3 (stark vermehrt). Dies
ist als ein relativer Wert zu verstehen, zum einen im Vergleich zur Gesamt-Hidmatopoiese als
auch zu den anderen Zellreihen. In Abbildung 15 ist diese Einordnung an einem Beispiel
aufgezeigt. Die Darstellung einer Vermehrung der Megakaryopoiese ist in Abbildung 17B

wiedergegeben.

Abbildung 15: Quantitative Veranderungen der Zellreihen

A: quantitative Verdnderungen: insgesamt gesteigerte Hidmatopoiese Grad 3, starke Steigerung der Gra-
nulopoiese (+3; A1) sowie miBige Steigerung der Erythropoiese (+2; Az), damit ist auch das Verhiltnis von
Granulopoiese zu Erythropoiese verschoben [Patient ID-44, 10-fache VergréBerung, A;: MPO-
Immunhistochemie; Az: Glycophorin-C-Immunhistochemie]; Quelle: Quelle: eigene Priparate

2.7.3 Reifungs- und Architekturstérung der Erythropoiese

Die Erythrozyten reifen normalerweise in den als Erythronen bezeichneten Nestern mittig
im Markraum aus. Im Rahmen von MDS vorkommende Reifungsstérungen wurden einge-
teilt nach dem Grad der Makrozytose (vermehrtes Vorkommen uniformer, iibergroler Zel-
len) und nach KerngréBenvariabilitit (Schwankungen in der Gro3e der Nuklei) (Abbildung
10).

Die Auflésung der Erythronen, Kennzeichen einer Architekturstérung der erythrozytiren
Reihe, wurde beurteilt. Hier entstehen meist strangartige Ausliufer oder vereinzelt liegende
erythrozytire Vorstufen. Diese konnen von der Markraummitte aus in die Nahe der Trabekel

verlagert sein.
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Abbildung 16: Dyserythropoiese
Verinderungen der Erythropoiese; A: Reifungsstérungen mit starken Unterschieden in der KerngréBie sowie
zahlreichen makrozytotischen Vorlduferzellen [Patient ID-81, 40-fache VergroBerung, Ai: Giemsa-Firbung,
Az: Glycophorin-C-Immunhistochemie], B: Ubersichtsaufnahme mit starker Konfluenz der erythrozytiren
Nester [Patient ID-81, 10-fache VergroBerung, Bi: Giemsa-Firbung, Bo: Glycophorin-C-Immunhistochemie],
C: miBige Konfluenz der erythrozytiren Nester [Patient ID-8, Glycophorin-C-Immunhistochemie, 20-fache
VergroBerung]; Quelle: eigene Priparate
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2.7.4 Reifungs- und Architekturstérung der Megakaryopoiese

Zur Beurteilung der megakaryozytiren Vorstufen wurden ebenfalls Reifungs- und Architek-
turstérungen untersucht. Als morphologisches Korrelat einer gestorten Zellentwicklung
wurde zuerst die verminderte Lappung der megakaryozytiren Kerne (Hypolobulierung) be-
urteilt. Ebenfalls ein Hinweis auf eine Dysplasie dieser Zellreihe ist das Vorhandensein von
kleinen (mikrozytiren) Zellen (Abbildung 17). Ein drittes Anzeichen einer Reifungsstérung
ist die Expression von CD34-Oberflichenantigenen in reifen Megakaryozyten (Abbildung

18). Diese ist eigentlich Kennzeichen unreifer (blastirer) Vorstufen der myeloischen Reihe.

Ublicherweise liegen Megakaryozyten im Knochenmark vereinzelt an der Wand von Sinusoi-
den. Ein Zeichen fir eine Stérung der Gewebsarchitektur ist die Entstehung von Gruppen

(Clustern) von mehr als 3 Megakaryozyten (Wilkins und Porwit 2011) (Abbildung 17C).
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Abbildung 17: Dysmegakaryopoese

Verinderungen der Megakaryopoiese: A-B: ausgeprigte Mikrozytose und Hypolobulierung der Megakaryozy-
ten, deutlich verminderte Kern-Plasma-Relation (*¥) (A: Patient 1D-27, Giemsa-Firbung, 20-fache VergroBe-
rung, B: Patient ID-91, By: CD-61-Immunhistochemie, 20-fache VergroBerung, B2: Giemsa-Firbung, 40-fache
VergroBerung), C: starke Clusterbildung mit Zusammenlagerung der atypisch ausreifenden Megakaryozyten (>)

(C: Patienten-1D 46, 40-fache VergroBerung, Ci: Giemsa-Firbung, Co: CD-61-Immunhistochemie-Firbung);
Quelle: eigene Priparate
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Abbildung 18: CD34-Expression auf Megakaryozyten
CD34-Expession der Megakaryopoiese: A: vereinzelt CD34+-Megakaryozyten (p), jedoch hauptsichlich negativ
(n) [Patient 1D-82, CD34-Immunhistochemie, 20-fache VergroBerung], B: Teilweise CD34* [Patient 1D-73,
CD34-Immunhistochemie, 20-fache VergroBerung], C: alle Megakaryozyten sind CD34+ [Patienten-1D-46,
CD34-Immunhistochemie, 20-fachen VergréBerung]; Quelle: eigene Priparate

2.7.5 Reifungs- und Architekturstérung der Granulopoiese

Reifungsstorungen der Zellen der Granulopoiese wurden durch die Charakteristika der
Linksverschiebung und der Zellgro3envariabilitit quantifiziert. Die Linksverschiebung be-
schreibt ein vermehrtes Vorkommen unreifer granulozytirer Vorstufen, wie Promyleozyten
oder Metamyelozyten, sowie eine Verminderung reifer Vorstufen, wie stabkerniger- oder
segmentkerniger Granulozyten. Fiir eine Stérung der Zellausreifung sprechen auch Zellgro-
Benunterschiede, also die Verschiebung von gleichmiBig grof3en Zellen hin zu Zellen unter-

schiedlicher Grole.

Im normalen Knochenmark befinden sich die Zellen der granulozytiren Vorstufen meist als
Saum im Bereich der Knochenspongiosa. Ist diese normale Architektur aufgelost, sodass
sich Myeloblasten und Promyelozyten auch in zentralen Knochenmarksbereichen befinden,
spricht man von ALIP (abnormal localization of immature precursors) (Tricot et al. 1984a; Tricot
etal. 1984b). ALIP" war ein Patient, wenn mindestens 3 Aggregate (3 - 5 Zellen) oder Cluster
(> 5 Zellen) dieser Vorliuferzellen vorlagen. Diese Verinderungen sind in Abbildung 19

dargestellt.
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Abbildung 19: Dysgranulopoiese

Verinderungen der Granulopoiese: A: starke Linksverschiebung der Granulopoiese ohne reife Granulozyten
[A: Patient ID-4, Himatoxylin-Eosin-Firbung, A;: 20-fache VergroBerung, As: 40-fache VergroBerung], C-D:
miBige Linksverschiebung mit noch einzelnen ausreifenden Formen (>) [C: Patient ID-89, Himatoxylin-Eosin-
Firbung, 40-fache VergroBerung, D: Patienten-1D 90, CAE-Firbung, 40-fache VergroBerung)|, E: abnormal lo-
calization of immature precursors (ALIP) mit dem Vorkommen unteifer Vorstufen (Myeloblasten/Promyelozyten:
») entfernt von den Trabekeln (T) in der Markraummitte [E: Patient-1D 8, Himatoxylin-Eosin-Firbung, Eq:
20-fache VergroBerung, Es: 40-fache VergroBerung]; Quelle: eigene Priparate
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2.8 Statistische Tests

2.8.1 Spearman-Rangkorrelation

Mit einer Korrelationsanalyse wurde der Zusammenhang zwischen zwei Variablen unter-
sucht. Die in dieser Studie bei der histopathologischen Bewertung erhobenen Daten waren
ordinal skalierte Ratingmerkmale (Kategorien in Reihenfolge der Merkmalsausprigung). Bei
diesem Skalenniveau misst der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman einen monoto-
nen Zusammenhang. Das heil3t, mit sich verdndernden Werten einer Variable dndert sich
auch die andere Variable (Schneider et al. 2010). Da die histopathologischen Merkmale héu-
fig eine schiefe (Nicht-Gaul3‘sche) Verteilung zeigen, war er ebenfalls gut geeignet. Positive
Vorzeichen des Koeffizienten zeigen einen positiven Zusammenhang an, negative Vorzei-
chen einen negativen. Je niher der Betrag des Koeffizienten an 1 heranreicht, desto stirker
ist die Korrelation (Du Prel et al. 2010). Fur die einzelnen Rangkorrelationskoeffizienten
konnte die Signifikanz errechnet werden. Die Nullhypothese, dass kein Zusammenhang vor-
liegt, wurde getestet (Du Prel et al. 2010). In der vorliegenden Studie wurde ein Signifikanz-
niveau von o = 0,05 gewihlt. Die Spearman-Rangkorrelation sowie die deskriptive Statistik
wurde mit der Software STAISTICA [Dell Inc. (2015). Dell Statistica (Software-System fiir
Datenanalyse), Version 12] durchgefihrt.

2.8.2 Regressionsanalysen

Ein weiteres Verfahren, das fir die Bestimmung eines Zusammenhangs genutzt wurde, war
die Regressionsanalyse. Sie beschreibt ,,inwiefern die Ausprigungen einer abhingigen Vari-
ablen sich durch die Kenntnis der Ausprigungen einer oder mehrerer unabhingiger Variab-

len schitzen lassen® (Muche 2008).

Bei der linearen Regression kann anhand der entstehenden Formel (Regressionsgleichung)
im Vergleich zur Rangkorrelation nicht nur die Richtung und Stirke des Zusammenhangs
bestimmen, sondern auch wie dieser in Bezug auf die Einheiten quantifiziert wird. Der Re-
gressionskoeffizient (b*, mathematisch die Steigung der Regressionsfunktion) gibt an, um
welche Einheit die Zielvariable (hier IPSS-R) zunimmt, wenn sich die freie Variable um eine
Einheit (hier morphologische Kategorien) erh6ht (Schneider et al. 2010). Im Zusammenhang
mit dem in dieser Dissertation als Zielvariable verwendetem IPSS-R ist die Interpretation der
Ergebnisse allerdings stark eingeschrankt. Die Figenschaften dieser Zielvariable widerspre-
chen zwei Hauptannahmen des linearen Modells: Die Residuen sind nicht normalverteilt und

sie ist nicht stetig, sondern kategorial skaliert (Gaus und Muche 2014).
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Deshalb wurde fiir die statistische Auswertung die ordinale logistische Regression fiir die
Beurteilung von ordinal skalierten Ratingmerkmalen wie dem IPSS-R verwendet. Bei dieser
wird nicht mehr eine Gleichung zur Beschreibung des Zusammenhangs modelliert, sondern
die Wahrscheinlichkeit fiir das Eintreten der Zielergebnisses abhingig von den Zielvariablen
(Muche 2008). Die in dem Modell errechneten Regressionskoeffizienten lassen sich in Odds
Ratios (OR) tuberfihren. Diese geben bei OR > 1 an, dass eine Zunahme der Pridiktorvari-
ablen auch eine Zunahme der Zielvariablen (hier IPSS-R) wahrscheinlicher macht. Wie auch
bei der linearen Regression kann durch Einschluss von mehreren méglichen Einfluss- oder
StorgréBen (Geschlecht, Alter) fiir deren Effekt adjustiert werden (Muche 2008). Auch bei
der Regressionsanalyse ist eine Testung der statistischen Signifikanz moglich. Hierbei sind
die p-Werte < 0,1, < 0,05 sowie < 0,01 malgeblich und werden in den entsprechenden Ex-
gebnistabellen gekennzeichnet. Als Maf3 fiir die Stirke des Zusammenhangs dienen die Odds
Ratios, die mit einem Konfidenzintervall von 95 % angegeben werden (95%-KI). In der vor-
liegenden Arbeit war es bei manchen Variablen sinnvoll diese als intervallskaliert zu kodieren,
etwa beim Fibrosegrad oder ALIP. Bei quantitativen Verinderungen wurde hingegen eine
Referenzgruppe aus Patienten mit normaler Zellzahl gebildet, mit der andere Gruppen (Ver-
minderung, Vermehrung) verglichen wurden. Die Regressionsanalysen wurden mit der Soft-
ware SPSS [BM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Ar-
monk, NY: IBM Corp] durchgefiihrt.
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3  Ergebnisse

Im Rahmen der folgenden Beschreibung der Ergebnisse wird zuerst die beschreibende und
folgernde Statistik des Gesamtkollektivs vorgestellt, danach die des Score-Kollektivs. Als pri-
mirer Endpunkt jeder induktiven Statistik wurde die zytogenetische Risikogruppe nach
IPSS-R verwendet. Sekundire Endpunkte waren die Klongrof3e, das Vorkommen komplexer

Aberrationen und Veridnderungen der Laborparameter.

3.1 Gesamtkollektiv

3.1.1 Deskriptive Statistik

3.1.1.1 Patientenkollektiv

In die Studie wurden 91 Patienten eingeschlossen. Von diesen waren 54 mannlich (59 %)
und 37 weiblich (41 %). Das durchschnittliche Alter betrug 68 Jahre (Mdn = 71; Min = 29;
Max = 85; SD = 10,7). In Abbildung 20 ist die Altersverteilung dargestellt. Sie zeigte einen
ab dem 40. Lebensjahr kontinuierlichen Anstieg bis zu einem Maximum zwischen dem 70.-

75. Lebensjahr.
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Abbildung 20: Altersverteilung im Gesamtkollektiv

3.1.1.2 Laborwerte

Die Patienten zeigten ein durchschnittlichen Himoglobinwert von 9,6 mg/dl (Mdn = 9,7;
Min = 6,3; Max = 14,5; SD = 1,7), eine klinisch relevante Anidmie mit einem Hidmoglobin-
wert unter 10 mg/dl hatten 55 Patienten (60 %). Der Himatokrit betrug im Schnitt 29,0 %
(Mdn = 29; Min = 11,8; Max = 42,2; SD = 5,2). Die Erythrozytenzahl betrug durchschnitt-
lich 3,19 * 10°/ul Mdn = 3,14 * 10°/ul, Min = 2,06 * 10°/ul Max = 4,86 * 10°/ul;
SD = * 10°/ul). Der Durchschnitt der Plittchenzahl lag bei 119 * 10°/ul (Mdn = 81,40%*
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10°/ul; Min = 8% 10°/ul; Max = 671 * 10°/ul; SD = 122 * 10°/ul). Eine nach WHO-Kcriterien
relevante Thrombozytopenie mit einer Plittchenzahl unter 100 *10° hatten 51 Patienten (56
%). Die Anzahl der Leukozyten wiesen einen Mittelwert von 4,3 * 10°/ul (Mdn = 3,0 *
10°/ul; Min = 0,4 * 10°/ul; Max = 20,0 * 10°/ul; SD = 4,2 * 10°/ul) auf. Eine Leukopenie
mit Leukozytenzahlen unter 4,0 * 10°/ul hatten 62 Patienten (68 %). Beim Vergleich der
Laborwerte aus Gesamt- und Score-Kollektiv wurden die Werte gegentibergestellt (Tabelle
15).

3.1.1.3 Genetische Verinderungen

Von den 91 Studienpatienten zeigten 44 eine mittels Karyogramm oder FISH nachweisbare
zytogenetische Verdnderung (48 %). Diese Aberrationen wurden anhand des IPSS-R in ver-
schiedene zytogenetische Risikogruppen eingeteilt und eine Punktzahl von 0 - 4 vergeben.
Der Gruppe ,,very good* mit O Punkten wurde 1 Patient (1 %) zugeordnet, der Gruppe ,,g004"
(1 Punkt) 56 Patienten (62 %), ,,intermediate (2 Punkte) 13 Patienten (14 %), ,,poor** (3 Punkte)
9 Patienten (10 %) sowie ,,very poor* (4 Punkte) 12 Patienten (13 %0). Patienten ohne zytoge-
netische Aberration werden in die Gruppe ,,g00d“ einsortiert (Abbildung 21).

Diagramm: Zytogenetische Risikogruppe (nach IPSS-R)
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Abbildung 21: Zytogenetische Risikogruppen (nach IPSS-R)

Bei 79 Patienten lag eine Metaphasenuntersuchung zum Zeitpunkt der Knochenmarksbiop-
sie vor. Unterschiedliche Klongré3en konnten hier bestimmt werden. 13 Patienten (16 %)
hatten ausschlieBlich abnorme Metaphasen, wihrend bei 24 Patienten (30 %) ein unter-

schiedlich ausgepragtes Mosaik vorlag.

Die Anzahl der bewerteten Metaphasen war wichtig fiir die Aussagekraft. In Abbildung 22
sind diese dargestellt. Bei 60 Patienten (76 %) lag die Anzahl der untersuchten Metaphasen
tber 20.
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Histogramm: Anzahl der bewerteten Metaphasen
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Abbildung 22: Anzahl der bewerteten Metaphasen im Gesamtkollektiv
Betrug die Anzahl der Metaphasen weniger als 15, war mit einer eingeschrinkten Sensitivitit
der Untersuchung zu rechnen. Die Charakteristika dieser Patienten sind in Tabelle 8 aufge-

listet.

Tabelle 8: Charakteristika von Patienten mit weniger als 15 Metaphasen

ID Genetik MPG MPA IP,SS:R Klinische Angaben
Riskio
*2 46,XX-7 [6]/46,XX,del(7)(q22) [31/46, XX [1] 10 9 3 v.a.MDS
47,X,der(Y;1)(q12;912),+8 13 8 5 Verlaufkontrolle ohne Therapie

*7 [21/46,XY,der(1;7)(p10;q10 [6]/46,XY [5]

*8 46,XY,del(20)(q11.2q13.3) [2]/46,XY [1] 3 2 1  Verlaufkontrolle ohne Therapie
13 45,XX, -7 [3] 3 3 3 Verlaufskontrolle unter Therapie
*17 46,X,der(Y)t(Y;1)(q12;912)[2]/47, idem, +8 [6] 8 8 3  v.a.MDS
*18 46,XY,del(20)(q12) [1] 1 1 1 v.a.MDS

20 46,XX, [13] 13 0 1 v.a.MDS

23 46,XX, [3] 3 0 1 v.a.MDS

31 46, XY, [8] 8 0 1  Verlaufkontrolle ohne Therapie
43 46,XX, [9] 9 0 1  Verlaufkontrolle ohne Therapie
*46 47 XY,t(3;3)(q21;926),+ mar [6]/46 XY [1] 8 7 2 v.a.MDS

47 47 ,XY,t(3;3)(921;926),+ mar [6]/46,XY [1] 8 7 2 Verlaufskontrolle unter Therapie
*48 Komplex 10 8 4  v.a.MDS
*64 46,XY, [4] 4 0 1 v.a.MDS
*69 46,XY, [14] 14 0 1 v.a.MDS

Legende: 1D: Identifikationsnummer, MPG: Metaphasen gesamt, MPA: Metaphasen abnorm, v.a. MDS: Ver-
dacht auf MDS; *: Patient auch im Score-Kollektiv enthalten

Bei 12 Patienten wurde das genetische Risiko vorwiegend anhand der FISH-Analyse ermit-
telt. Tabelle 9 zeigt, welche Patienten mit FISH-Analyse zum Zeitpunkt der KM-Biopsie-
Entnahme in die Studie eingeschlossen wurden. Im Falle der Pateinten 1D24, ID25 und 1D42
war die unauffillige Zytogenetik in vorausgegangenen Untersuchungen festgestellt worden.
Fir ID73 und ID79 lag ein spaterer Befund mit der von der FISH festgestellten Genetik vor.
Die Patienten ID79 und ID82 wiesen bereits in der pB- bzw. KM-FISH einen komplex-
aberranten Karyotyp auf. Ein ungiinstigerer Karyotyp mit weiteren nachgewiesenen Aberra-

tionen hitte hier nicht zu einer schlechteren Einordnung gefithrt. Die Patienten ID10 und



52

ID19 wurden wegen der 17p- (p53) Deletion in die IPSS-R Gruppe 4 und nicht 3 eingeord-
net, obwohl nur drei Verinderungen in der pB/KM-FISH nachgewiesen worden waren. Et-
fahrungsgemil} liegen bei dieser Aberration weitere, nicht detektierte Verinderungen vor.
Bei den Patienten ID21 und ID80 war die unauffillige FISH die einzige durchgefiihrte ge-
netische Analyse. Beim Patienten ID51 war der Karyogrammbefund normal und die FISH-

Analyse auffillig. Letztere wurde in diesem Fall als wegweisend gewertet.

Tabelle 9: Bestimmung der Genetik mittels pB-/KM-FISH

ID Genetik Bemerkung IP,SSTR Klinische Angaben
Riskio

*10 Komplex (PB-FISH: 5q-, 7q, 17p-) p53 4  v.a.MDS
19 Komplex (KM-FISH: 5g-, +8, 17p-) p53 4  Verlaufskontrolle unter Therapie
21 46,XY (PB-FISH) 1 Verlaufkontrolle ohne Therapie
24 46,XY (PB-FISH) Vorbefunde 1 Verlaufkontrolle ohne Therapie
25 46,XY (PB-FISH) Vorbefunde 1 Verlaufkontrolle ohne Therapie
42 46,XY (PB-FISH) Vorbefunde 1 Verlaufkontrolle ohne Therapie
50 Komplex (PB-FISH: 5q-,-7, +8, 13g-, 17p-, 20g-) Maximum 4 Verlaufskontrolle unter Therapie

*51 -7 (FISH; Karyogramm: 46, XX [9]) Zusatzanomalie 3 v.a.MDS

*73 5q- (PB-FISH) Folgebefunde 1 v.a.MDS

*79 209- (PB-FISH) Folgebefunde 1 v.a.MDS

*80 FISH: 7g- (PB-FISH) 2 v.a.MDS

*82 Komplex (PB-FISH: 5g-, 79-, 13q, 17p-) Maximum 4 v.a.MDS

Legende: ID: Identifikationsnummer, v.a. MDS: Verdacht auf MDS; *: Patient auch im Score-Kollektiv ent-
halten

3.1.1.4 Klinische Angaben

Anlass fir eine Knochenmarksbiopsie war bei 50 Patienten (55 %) der Verdacht auf ein
myelodysplastisches Syndrom. Bei 25 Patienten (27 %) war ein MDS bereits bekannt, jedoch
ohne Therapie, und 16 Patienten (18 %) wurden aktuell oder in der Vergangenheit mit Che-
motherapie oder Stammezelltransplantation behandelt. AuBlerdem gab es bei 13 Patien-

ten (14 %) Grund zur Annahme, dass ein sekundires, Therapie-assoziiertes MDS bestand.

3.1.1.5 Ergebnisse der Routinediagnostik

In der ersten Durchsicht wurden alle 91 Priparate der normalen Diagnostik zur histopatho-
logischen Einordnung beziiglich MDS unterzogen. Der alterskorrigierte Anteil der Himato-
poiese war das zuerst betrachtete Kriterium. Bei 8 Patienten (9 %) zeigte sich ein hypoplas-
tisches Knochenmark. In den meisten Fillen waren die blutbildenden Zellen mif3ig (35 Pa-
tienten, 38 %) oder stark (32 Patienten, 35%) erhoht. Abbildung 23A zeigt die Verteilung der
verschiedenen Himatopoieseanteile. Eiseneinlagerungen im Knochenmark (Markraumside-
rose) kamen bei den Patienten weitgehend gleichmilig auf die verschiedenen Schweregrade
(0 = normal bis 3 = schwere Eiseneinlagerung) verteilt vor (Abbildung 23B). Eine Faserver-

mehrung war in leichter (16 Patienten, 18 %) oder miBiger (15 Patienten, 16 %) Form



53

nachzuweisen, wihrend die meisten Patienten keine gesteigerte extrazellulire Matrix zeigten

(60 Patienten, 66 %) (Abbildung 23C).
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Abbildung 23: Morphologische Verinderungen der Routinediagnostik

A: Verteilung der alterskorrigierten Hamatopoiese (-1, 0, 1, 2, 3), B: Verteilung der Markraumsiderose (0-3), C:
Verteilung der Markraumfibrose (0-3)

Ein weiteres histomorphologisches Kriterium in der Routinediagnostik ist das Vorkommen
von Blasten im Knochenmark. Bei der Firbung des CD34-Antigens zeigten 28 Patienten
(31 %) einen normalen Blastenanteil von unter 2 %. Eine leichte Erhéhung (= 2 % und <5
%) lieB3 sich bei 19 Pateinten (21 %) feststellen. Eine maf3ige Blastenerh6hung und damit die
WHO-Klassifikationsgruppe MDS-EB-1 war bei 19 Patienten (21 %) zu diagnostizieren.
Stark erhoht (MDS-EB-2) waren die CD34"-Blasten bei 25 Patienten (26 %). Eine CD117-
Immunhistochemie wurde bei 58 Patienten durchgefiihrt. Von diesen wiesen 31 Patienten
(53 %) einen Blastenanteil unter 2 % auf, 9 Patienten (16 %) einen zwischen 2 — 4 %, 6
Patienten (10%) zwischen 5 — 9 % (MDS-EB-1) und 12 Patienten (21 %) einen Anteil Giber
10% (MDS-EB-2). Da nicht fir alle Patienten eine Farbung mittels CD117-
Immunhistochemie durchgefiihrt wurde, wurde dieser Parameter nicht im Rahmen der Re-
gressionsanalysen einbezogen. Fehlende Werte einer Variablen fihren hier zu einem Aus-
schluss auch aller anderen Werte desselben Patienten. Bei einer Betrachtung der beiden His-
togramme (Abbildung 24A /B) zeigte sich eine dhnliche Verteilung der beiden immunhisto-

chemischen Marker.
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A Histogramm: CD34+ Zellen B Histogramm: CD117+ Zellen
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Abbildung 24: Immunhistochemie im Gesamtkollektiv
A: CD34-Expression von Zellen, B: CD117-Expression von Zellen

Am Ende der Routinediagnostik steht die Einteilung in die WHO-Klassifikation. Bei 3 Pati-
enten (3 %) wurde MDS-SLD diagnostiziert. Die groB3te Patientengruppe bildeten die an
MDS-MLD Erkrankten mit 39 Patienten (43 %). Als MDS-EB-1 wurden Befunde von 20
Patienten (22 %) klassifiziert und als MDS-EB-2 die von 29 Patienten (32 %) (Abbildung
25).
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Abbildung 25: Diagnose nach WHO-Klassifikation

3.1.2 Spearman-Rangkorrelation

Um einen méglichen Zusammenhang zwischen den histopathologischen Routineparametern
und dem zytogenetischen Risiko zu ermitteln, wurde eine Spearman-Rangkorrelation durch-
gefithrt. Mit dem primiren Endpunkt der genetischen Risikogruppe nach IPSS-R korrelier-
ten die Siderose (0,28), die Markraumfibrose (0,40) sowie das Vorhandensein von CD34"-

Zellen (0,27) (Tabelle 10). Insgesamt betrachtet waren diese Korrelationen schwach.
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Bei Betrachtung der sekundiren Endpunkte bestand ebenfalls ein Zusammenhang zwischen
Fibrose/Siderose und einer ethohten KlongtoBe (jeweils 0,28). Eine Korrelation zeigte sich
auch zwischen histologischen Kriterien und Verinderungen im peripheren Blut. Diesbeziig-
lich bestand ein Zusammenhang zwischen einer vermehrten Eiseneinlagerung und der Ver-
minderung der roten Blutzellen (Himoglobin: -0,22, Himatokrit: -0,26; Erythrozyten: -0,27).
Eine Fibrose des Markraums korrelierte negativ sowohl mit der Erythropoiese (Himoglobin:
-0,28; Hamatokrit: -0,32; Erythrozyten: -0,28) als auch der Thrombopoiese (Thrombozyten:
-0,22) und der Leukozytenzahl (-0,21). Letztere war auch erhoht bei gesteigerter Himato-
poiese im Knochenmark (0,22) und erniedrigt bei Lymphozyten im histologischen Priparat
(-0,34).

Tabelle 10: Spearman-Rangkorrelation von Parametern der ersten Durchsicht

N= 91 Hb HKT Ery. MCV Pk Leu. KG Kom. IPSSR
Alterskorr. Ham. | 10,05  ,17 *27 08 *22 10 *26 .13
Lymphozyten 16 14 15 11 13 %34 08 21 08
Siderose %20 %26 *27 06 -03 12 *28 15 %28
Fibrose *.28 %32 %028 08 *22 *21 *28 *25 %40
CD34" Zellen 03 06 07 A1 13 13 03 17 *27
CD117*Zellen 0 01 07 02 06 01 11 24 17

Legende: Hb: Himoglobin HKT: Himatokrit, Ery.: Erythrozyten, MCV: mean corpuscular volume, Plt.: Plittchen,
Leu.: Leukozyten, KG: KlongroBe, Kom.: Komplex, Alterskorr. Him.: alterskorrigierte Hidmatopoiese, *
p<0,05

3.1.3 WHO-Klassifikation und Zytogenetik

Nach der Betrachtung der einzelnen histopathologischen Routineparameter und ihrem Zu-
sammenhang zum IPSS-R wurde untersucht, inwiefern die abschlieBende Diagnose nach
WHO-Klassifikation mit dem zytogenetischen Risiko in Verbindung stand. Abbildung 26
stellt die absolute und relative Verteilung der IPSS-R-Risikogruppen innerhalb der WHO-
Kategorien dar. MDS-MLD-Patienten mit der genetischen IPSS-R-Risikogruppe 1 Punkt
(54g00d) stellten die meisten Patienten dar, weil Patienten mit negativer Zytogenetik hier ein-
geordnet wurden. Bei Betrachtung der relativen Haufigkeiten zeigte sich eine dhnliche Ver-
teilung der IPSS-R Risikogruppen fiir Genetik auf die WHO-Subtypen. Der Anteil der un-

gunstigeren Zytogenetik schien im Verlauf moderat zuzunehmen.
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A IPSS-R Risikogruppen in WHO-Klassifikation (absolut) B IPSS-R Risikogruppen in WHO-Klassifikation (relativ)
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Abbildung 26: IPSS-R Risikogruppen in der WHO-Klassifikation Gesamt-Kollektiv

A: Darstellung der absoluten Haufigkeiten von zytogenetischen Risikogruppen je WHO-Kategorie; B: Darstel-
lung der relativen Hiufigkeiten von zytogenetischen Risikogruppen je WHO-Kategorie; *aufgrund der geringen
Anzahl dieser Merkmalsausprigung, wurden die relativen Werte (100 % genetische IPSS-R-Gruppe 1) nicht
dargestellt

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs wurde eine Spearman-Rangkorrelation durchge-
fihrt und die WHO-Kategorien mit aufsteigenden Nummern (MDS-SLD =1, MDS-MLD
= 2, MDS-EB-1 = 3 und MDS-EB-2 = 4) kodiert und mit dem IPSS-R korreliert. Hierbei

zeigte sich keine signifikante Korrelation (Rangkorrelationskoeffizient: 0,16, p-Wert >0,05).

Der Einfluss der WHO-Klassifikation auf das genetische Risiko wurde zusitzlich mit einer

Regressionsanalyse untersucht. Ein Zusammenhang konnte nicht nachgewiesen wer-

den (Tabelle 11).

Tabelle 11: Regression des IPSS-R mit dem Pradiktor WHO-Subtyp im Gesamtkollektiv

N =91 p-Wert  Odds Ratio 95% -KI
WHO-Subtyp

MDS-MLD (Ref.) -
MDS-EB-1 0,52 1,42 [0,49; 4,16]
MDS-EB-2 0,27 1,70 [0,66; 4,38]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1
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3.1.4 Regressionsanalyse im Gesamtkollektiv

Bei der univariaten ordinalen Regression bestitigte sich das Ergebnis der Korrelationsana-
lyse: Markraumfibrose, Markraumsiderose und der Anteil der CD34"-Zellen hatten einen
Einfluss auf das genetische Risiko (Tabelle 12). Hierbei war jedoch der potentielle Einfluss
der CD34" mit einem OR von 1,07 und einem 95%-KI von 1,00-1,14 relativ gering.

Tabelle 12: Univariate Regression des IPPS-R mit Pridiktoren der Routineparameter

N =91 p-Wert Odds Ratio 95% -KI
Alterskorrigierte Himatopoiese

0/1 (Ref.) -

-1 0,34 2,28 10,42; 12,38]

+2 0,43 1,72 10,45; 6,63]

+3 0,13 2,87 10,74; 11,106]
Lymphozyten

Nein (Ref.) -

Ja 0,49 1,43 10,57; 3,57]
Eisen 0,01 1,81 [1,19; 2,74]
Fibrose < 0,01 #4£2,81 [1,60; 4,94]
CD34"-Zellen 0,03 **1,07 [1,00; 1,14]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1

In Tabelle 13 ist die ordinale logistische Regression des IPSS-R im Gesamtkollektiv unter
Einschluss méglicher Stérvariablen (Atiologie, Alter, Geschlecht) dargestellt. Es zeigt sich,
dass insbesondere die zunehmende Fibrose mit einem starken und hochsignifikanten Risiko
fir eine Steigerung des IPSS-R einhergeht. Ein Trend ldsst sich weiterhin erkennen fur einen
Zusammenhang zwischen der Siderose des Markraums und einem gesteigerten Risiko fiir
eine ungtinstige Genetik: das Konfidenzintervall schlieft die 1 nur knapp mit ein und das
potentiell vorhandene Risiko ist deutlich (Obere Grenze des 95%-KI bei 2,66). Der in der
univariaten Regression gezeigte Einfluss des Anteils CD34"-Zellen ist nicht mehr nachzu-
weisen. Adjustiert sind diese Ergebnisse fiir den Einfluss des Alters sowie der Atiologie, die

ebenfalls signifikant waren in diesem Modell.
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Tabelle 13: Ordinale logistische Regression des IPPS-R im Gesamtkollektiv

N=91 p-Wert Odds Ratio  95% -KI
Alterskorrigierte Himatopoiese

0/1 (Ref.) —

-1 0,92 0,90 [0,11; 7,43]

+2 0,26 2,62 10,49; 14,11]

+3 0,16 2,98 10,64; 13,88]
Lymphozyten

Nein (Ref.) —

Ja 0,85 1,13 0,325 3,95]
Siderose 0,09 *1,58 [0,93; 2,60]
Fibrose < 0,01 %279 [1,48; 5,20]
CD34"-Zellen 0,31 1,04 10,96; 1,12]
Atiologie

Primir (Ref.) —

Sekundir 0,02 5,47 [1,31; 22,87]
Alter 0,09 *0,96 [0,92; 1,01]
Geschlecht

Minnlich (Ref.) —

Weiblich 0,12 0,42 10,14; 1,24]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1

3.2 Score-Kollektiv

Die prognostische Relevanz von morphologischen Verinderungen im Knochenmark bei Pa-
tienten mit MDS, die iiber die Routineparameter hinausgehen, sollte bestimmt werden. Ein
Kollektiv aus Patienten mit einem sicheren MDS wurde gebildet. Ausgeschlossen von der
weiteren Analyse wurden Patienten, bei denen weder eine zytogenetische Aberration noch
eine Vermehrung von Blasten im Knochenmark (um > 5 %) nachgewiesen werden konnte.
Um den Einfluss begleitender Therapien auf die Morphologie der Zellen zu vermeiden, wur-
den Patienten nach oder unter Therapie ebenfalls ausgeschlossen. Zuerst wird die Zusam-
mensetzung der beiden Kollektive verglichen und anschlieBend werden die Ergebnisse des

Morphologie-Scores beschrieben.

3.2.1 Vergleich von Gesamt- und Score-Kollektiv

Das Score-Kollektiv bestand aus 55 Patienten (60 % des Gesamtkollektivs). Ein Vergleich
beider Gruppen zeigte eine weitgehende Ubereinstimmung. Im neuen war der Frauenanteil

kleiner (33 % vs. 41 %). Die Altersverteilung sowie die Laborparameter waren in beiden
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Gruppen vergleichbar, wobei im zweiten Kollektiv die Plittchen- und Leukozytenzahl im

Durchschnitt etwas niedriger lag.

Durch den Ausschluss von Patienten haben sich méglicherweise die Eigenschaften in Bezug
auf bestimmte Variablen verindert. Um dies auszuschlieBen, wurden die beiden Kollektive
miteinander verglichen. Fir die kategorialen Variablen wurde ein t-Test verwendet (Tabelle
14), fur metrische Variablen der exakte Test nach Fisher (Tabelle 15). Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Gesamt- und Score-Kollektiv in Bezug auf das Alter, Ge-
schlecht, die Laborparameter und — fir die Interpretation besonders relevant — beim Zielpa-
rameter IPSS-R. Ein signifikanter Unterschied trat in Bezug auf die Verteilung der verschie-
denen WHO-Subtypen auf, bedingt durch den Ausschluss vieler MDS-MLD-Patienten

(keine Blastenerh6hung und oft keine zytogenetischen Verinderungen).

Tabelle 14: Exakter Test nach Fisher zum Vergleich von Anteilen

Gesamtkollektiv Score-Kollektiv
N (Anteil) N (Anteil) p-Wert

Geschlecht

Minnlich 54 (59,3 %) 37 (67,3 %)

Weiblich 37 (40,7 %) 18 (32,7 %) 0,34
IPSS-R

0 1(1,1 %) 1 (1,8 %)

1 56 (61,5 %) 32 (58,2 %)

2 13 (14,3 %) 10 (18,2 %)

3 9 (9,9 %) 5 (9,1 %)

4 12 (13,2 %) 7 (12,7 %) 0,97
WHO-Klassifikation

MDS-SIL.D 3 (3,3 %) 0 (0,0 %)

MDS-MLD 39 (42,9 %) 13 (23,6 %)

MDS-EB-1 20 (22,0 %) 19 (34,5 %)

MDS-EB-2 29 (31,9 %) 23 (41,8 %) **+(),04

Legende: N: Anzahl, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1
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Tabelle 15: T-Test zum Vergleich metrischer Variablen

Gesamtkollektiv Score-Kollektiv
M (x SD) M (x SD) p-Wert
Alter 67,6 (£ 10,70) 66,58 (£ 11,41) 0,59
Himoglobin 9,65 (£ 1,69) 9,99 (£ 1,64) 0,23
Himatokrit 28,95 (+ 5,18) 29,59 (+ 5,32) 0,48
Erythrozyten 3,19 (£ 0,65) 3,23 (£ 0,60) 0,73
MCV 92,52 (£ 9,26) 93,89 (£ 8,99) 0,39
Plattchen 118,67 (£ 122,07) 105,94 (£ 101,00) 0,52
Leukozyten 4,32 (£ 4,23) 4,08 (£ 3,84) 0,73

Legende: M: Mittelwert, SD: Standard-Deviation, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; Erythrozyten = Eryth-
rozytenzahl *109, Plittchen = Plittchenzahl *103, Leukozyten = Leukozytenzahl *103

In Bezug auf die in der Routinediagnostik erhoben morphologischen Parameter (alterskorri-
gierter Himatopoieseanteil, Markraumsiderose, Fibrose, CD34"-und CD117"-Blasten) wa-
ren die beiden Kollektive beziiglich der Histogramme vergleichbar zusammengesetzt

(Abbildung 27 und Abbildung 28).
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Abbildung 27: Altersverteilung, Zytogenetik und Routinediagnostik im Score-Kollektiv

A: Altersverteilung, B: Verteilung der IPSS-R-Risikogruppen, C: Verteilung der alterskorrigierten Hamato-
poiese (-1, 0, 1, 2, 3), D: Verteilung der Markraumsiderose (0-3), E: Verteilung der Markraumfibrose (0-3), E:
Verteilung der WHO-Subtypen
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Abbildung 28: Immunhistochemie im Score-Kollektiv
A: CD34-Expression von Zellen, B: CD117-Expression von Zellen
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Die bei den Reifungs- und Architekturstorungen beobachteten Schweregrade zeigten unter-
schiedliche Verteilungsmuster (Abbildung 29 bis Abbildung 31). In den meisten Fillen konn-
ten die betrachteten Parameter gut in verschiedene Kategorien stratifiziert werden. Lediglich
bei der GroBenvariabilitit der Granulopoiese ergab sich ein einseitiges Bild mit 46-
mal (84 %) als leicht gestort eingeordneten morphologischen Verinderungen. Schwere Aty-
pien (Grad 3) wurden bei allen Kriterien selten festgestellt. Bei manchen Kriterien (Links-
verschiebung der Granulopoiese, ALIP der Granulopoiese, unscharfe Nester der Erythro-
poiese, Hypolobulierung der Megakaryopoiese und Mikrozytose der Megakaryopoiese) lagen
die diagnostizierten Atypien vermehrt im leicht bis maBig pathologischen Bereich. Im Ge-
gensatz hierzu zeigten sich bei Betrachtung der Makrozytose der Erythropoiese und der Clus-
terbildung der Megakaryopoiese eine etwa gleiche Aufteilung auf die Gruppen ,,normal®,
Heicht™ und ,,maBig* atypisch. Beim Kriterium Kerngrof3envariabilitit der Erythropoiese
wurden am héufigsten leichte Veranderungen beobachtet. Die CD34-Expression von Meg-
akaryozyten zeigte ein mit dem Schweregrad (nicht, vereinzelt, teilweise, vollstindig) abneh-

mendes Auftreten.

Hinsichtlich der quantitativen Verdnderungen konnte bei allen drei Zellreihen ein dhnliches
Verteilungsmuster beobachtet werden. Ein normaler Zellgehalt war am seltensten. In der
Regel war der Zellgehalt gesteigert mit einem Maximum bei méBigen Zunahmen (Kategorie

2). Im Vergleich hierzu kamen Verminderungen in der Zellzahl einer Reihe selten vor.
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Abbildung 31: Verinderungen der Megakaryopoiese
A: quantitative Verdnderungen (-3 bis 3), B: Makrozytose (0-3), C: KerngroBenvariabilitit (0-3), D: unscharfe

Nester (0-3)

3.2.2 Spearman-Rangkorrelation des Score-Kollektivs

Zuerst wurden die Routineparameter in diesem Score-Kollektiv ausgewertet. Im Vergleich

zum Gesamtkollektiv zeigte sich eine weiterhin bestehende Korrelation zwischen der Mark-

raumfibrose mit einem erhéhten IPSS-R (0,28) (Tabelle 16). Der Zusammenhang zwischen

der Markraumsiderose und Veridnderungen der Erythropoiese war deutlich ausgeprigter (Hi-

moglobin: -0,43; Himatokrit: -0,42; Erythrozyten: -0,35), wahrend er fir die Fibrose nur

teilweise nachweisbar war (Erythrozyten: -0,27). Das Vorhandensein von Lymphozyten im

Knochenmark ging ebenfalls mit verminderten Leukozytenzahlen einher (-0,43).
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Tabelle 16: Spearman-Rangkorrelation zwischen Routineparametern und Endpunkten

N= 55 Hb HKT Ery. MCV Pl Leuk. KG Kom. IPSSR
Alterskorr. Ham. 19 01,10 26 16 27 03 23 07
Lymphozyten 21 15 15 08 .16 *43 03 %32 22
Siderose * 43 <42 %35 01 02 10 21 16 23
Fibrose 18 24 x27 07 13 18 11 26 *028
CD34" Zellen 09 16 09 13 06 15 -23 03 10
CD117*Zellen 08 02 08 05 20 13 -30 1 02

Legende: Hb: Himoglobin HKT: Himatokrit, Ery.: Exythrozyten, MCV: Mean corpuscular volume, Plt.: Plittchen,
Leu.: Leukozyten, KG: Klongrofle, Kom.: Komplex, Alterkorr. Him: Alterskorrigierte Himatopoiese, * p <
0,05

Die Analyse der Spearman-Rangkorrelation zwischen Morphologie und IPSS-R zeigte vor
allem bei Verinderungen der Megakaryopoiese einen Zusammenhang mit einem erhéhten
zytogenetischen Risiko. Am deutlichsten und signifikant war eine positive Korrelation bei
der Vermehrung von Megakaryozyten im Knochenmark (0,39). Ebenfalls signifikant mit
IPSS-R korrelierte eine Verminderung der Granulopoiese (-0,27).

Auch bei den sekundiren Endpunkten (Klongrofie, komplexer Karyotyp und Laborparame-
ter) ergab sich ein Zusammenhang mit morphologischen Verinderungen im Knochenmark
(Tabelle 17). Bei komplexen Karotypen fanden sich vermehrt unscharfe Nester der Erythro-
poiese (0,28), CD34"-Megakaryozyten (0,28) sowie eine Vermehrung der Megakaryopoiese
(0,29). Letzteres korrelierte zusitzlich signifikant mit der erhohten Klongrofie (0,38). Eine
quantitative Vermehrung der Erythropoiese im Knochenmark korrelierte signifikant positiv
mit Parametern der roten Reihe im peripheren Blut (Himoglobin: 0,39; Himatokrit: 0,53,
Erythrozyten: 0,45) und negativ mit Plittchen im peripheren Blut (-0,36). In weniger ausge-
prigter Form bestand dieser Zusammenhang ebenfalls fir die Entstehung von unscharfen
Nestern (Erythrozyten: 0,27, Plittchen: -0,30). Dysplastische Veranderungen an der Megaka-
ryozytenmorphologie im Knochenmark gingen mit Verinderungen der peripheren roten
Blutkérperchen einher. Eine Vermehrung von Megakaryozyten und eine Clusterbildung kor-
relierten mit einem erniedrigten Hidmatokrit (-0,27 bzw. -0,32). Hypolobulierung stand in
einem Zusammenhang mit verminderten Himoglobin (-0,28) und Erythrozytenzahlen (-

0,28). Letzteres galt auch fiir eine Mikrozytose (Erythrozytenzahl: -0,27).
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Tabelle 17: Spearman-Rangkorrelation zwischen Morphologiescore und Endpunkten

N= 55 Hb HKT Ery. MCV Plt. Leuk. KG Kom. IPSSR
GP_QUA | ,03 01 11 10 *32 *032 25 14 *27
GP_LV 18 21 11 02 12 10 05 -02 01
GP_GV 02 01 02 18 08 07 -06 08 -06
GP_ALIP | -16 -18 13 11 24 05 -07 -13 .15
EP_QUA | *39 %53 *45 15 *36 -08 20 15 05
EP_MAZ | -16 -19 -21 13 -11 -22 17 -09 06
EP.KGV | 11 .14 10 03 -06 15 04 01 13
EP_UN 24 24 %27 10 *30 17 09 *28 .10
MP_QUA | -22 *27 24 08 05 14 *38 %29 %39
MP_HL | *28 -24 *28 14 -12 -16 10 10 21
MP_MIZ | -26 18 *27 21 -07 -03 05 -08 .14
MP_CL 25 %32 24 02 06 -11 01 02 22
MP_CD34 | -03 -07 -03 .16 -16 07 17 *28 13

b b b b b

Legende: Hb: Himoglobin HKT: Himatokrit, Ery.: Erythrozyten, MCV: mean corpuscular volume, Plt.: Plittchen,
Leu.: Leukozyten, KG: KlongréBie, Kom.: Komplex, GP_QUA: quantitative Verinderungen der Granulu-
poiese, GP_LV: Linksverschiebung, GP_GV: GroéBenvariabilitit, GP_ALIP: abnormal localization of immature
precursors, EP_QUA: quantitative Verdnderungen der Erythropoiese, EP_MAZ: Makrozytose, EP_KGV: Kern-
grofenvariabilitit, EP_UN: unscharfe Nester, MP_QUA: quantitative Verdnderungen der Megakaryopoiese,
MP_HL: Hypolobulierung, MP_MIZ: Mikrozytose, MP_CL: Clusterbildung, MP_CD34: CD34-Expression, *
p <0,05

3.2.3 WHO-Klassifikation und Zytogenetik

Analog zum Gesamtkollektiv wurde untersucht, ob die abschlieBende Diagnose nach der
WHO-Klassifikation mit dem zytogenetischen Risiko in Verbindung steht. Die Analyse der
genetischen IPSS-R-Risikogruppen in den Kategorien MDS-MLD, MDS-EB-1 und MDS-
EB-2 im Score-Kollektiv ergab eine unterschiedliche Verteilung. Es lie3 sich erkennen, dass
mehr Patienten mit MDS-EB-1 oder MDS-EB-2 (63 % bzw. 65 %) ein Risiko der Kategorie
,2ood* (1 Punkt) haben als die Patienten mit einer MDS-MLD (38 %). Wie in Abbildung 32
dargestellt, nahm in gleichem Maf} auch der Anteil von Patienten mit erhéhtem zytogeneti-

schen Risiko (IPSS-R-Punktzahl 2-4) bet MDS-MLD zu.
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A IPSS-R Risikogruppen in WHO-Klassifikation (absolut) B IPSS-R Risikogruppen in WHO-Klassifikation (relativ)
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Abbildung 32: IPSS-R-Risikogruppen in der WHO-Klassifikation des Score-Kollektivs

A: Darstellung der absoluten Haufigkeiten von zytogenetischen Risikogruppen je WHO-Kategorie; B: Darstel-
lung der relativen Héufigkeiten von zytogenetischen Risikogruppen je WHO-Kategorie

Zur Ermittlung eines Zusammenhangs wurde eine Spearman-Rangkorrelation durchgefithrt
und die Kategorien mit aufsteigenden Nummern (MDS-MLD = 2, MDS-EB-1 = 3 und
MDS-EB-2 = 4) kodiert. Eine signifikante Korrelation zeigte sich nicht (Rangkorrelations-
koeffizient: -0,11, p-Wert >0,05.

Um einem moglichen Zusammenhang zwischen diesen beiden Variablen weiter nachzuge-
hen, wurde eine Regressionsanalyse durchgefithrt. Es konnte kein statistisch signifikanter

Zusammenhang festgestellt werden (Tabelle 18).

Tabelle 18: Regression des IPSS-R mit dem Pridiktor WHO-Subtyp im Score-Kollektiv

N =55 p-Wert  Odds Ratio 95% -KI
WHO-Subtyp

MDS-MLD (Ref.) -
MDS-EB-1 0,55 0,66 [0,17; 2,58]
MDS-EB-2 0,4 0,57 [0,15; 2,10]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1

3.2.4 Logistische Regression im Score-Kollektiv

Um den Zusammenhang zwischen den morphologischen Kriterien und dem IPSS-R genauer
beschreiben zu kénnen, wurden auch fiir diese Einflussvariablen ordinale logistische Regres-
sionen durchgefithrt. Ein Modell mit den bereits erhobenen morphologischen Daten der
Routinediagnostik (alterskorrigierte Himatopoiese, Siderose, Fibrose, CD34"-Zellen) sowie
den méglichen Storvariablen (Alter, Geschlecht, Atiologie) wurde gebildet. Zusitzlich wurde
die histomorphologische Beurteilung der Reifungs- und Architekturstdrung einer Zellreihe

(Granulopoiese, Erythropoiese und Megakaryopoiese) hinzugefiigt.



68

3.2.4.1 Verinderungen der Granulopoiese

In einem ersten Untersuchungsschritt wurde eine univariate Analyse der verschiedenen Pa-
rameter der Granulopoiese durchgefiihrt (Tabelle 19). Hierbei ergab sich, dass eine Vermeh-

rung der Granulopoiese mit einem niedrigeren Risiko fur einen hohen IPSS-R einherging.

Tabelle 19: Univariate Regression des IPPS-R mit Pridiktoren der Granulopoiese

N= 55 p-Wert Odds Ratio 95%-KI
Quantitative Verinderung GP

0/1 (Ref.) —

+2/+3 0,02 #+0,22 [0,06; 0,79]

-1/-2/-3 0,89 0,91 [0,23; 3,52]
Linksverschiebung 0,94 1,03 [0,43; 2,46]
GroBenvariabilitit 0,70 0,78 [0,22; 2,79]
ALIP 0,31 0,70 10,35; 1,38]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; GP: Granulopoiese

Im nichsten Schritt wurde ein gréBeres Modell unter Einschluss der Routineparameter und
moglicher Storvariablen gebildet. Auch hier zeigte sich, dass eine Vermehrung der Gra-
nulopoiese mit einem verminderten Risiko fur einen hohen IPSS-R einherging (OR: 0,09;
95%-KI [0,02; 0,51]) (Tabelle 20). Des Weiteren korrelierte in diesem Modell der Routine-
parameter ,,alterskorrigierte Himatopoiese® mit einem erhohten IPSS-R. Das breite Kon-
fidenzintervall zeigte, dass die Stirke dieses Einflusses nur schwer mit Sicherheit eingeschitzt
werden konnte. Auch die Fibrose wies einen deutlichen Einfluss in diesem Modell (OR: 3,17,
95%-KI: 1,09-9,21) auf. Fir andere Reifungs- oder Architekturstérungen der Granulopoiese

zeigte sich kein relevanter Zusammenhang mit dem IPSS-R.
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Tabelle 20: Ordinale logistische Regression des IPSS-R mit Variablen der Granulopoiese

N =55 p-Wert  Odds Ratio 95%-KI
Alterskorrigierte Himatopoiese

0/1 (Ref.) —

-1 0,08 2,06 [0,07; 65,22]

+2 0,01 **33,59 2,105 538,37]

+3 0,01 **30,73 2,205 428,74]
Lymphozyten

nein (Ref.) —

ja 0,38 2,97 10,26; 34,04]
Eisen 0,57 1,27 [0,56; 2,90]
Fibrose 0,03 *#3.17 [1,09; 9,21]
CD34"-Zellen 0,83 0,99 0,88; 1,10]
Quantitative Veranderung GP

0/1 (Ref) —

+2/+3 <0,01 0,09 [0,02; 0,51]

-1/-2/-3 0,40 0,43 10,006, 3,10]
Linksverschiebung 0,42 2,29 10,31; 17,11]
Groflenvariabilitit 0,47 2,09 10,29; 15,20]
ALIP 0,88 0,86 [0,13; 5,90]
Atiologie

Primir (Ref.) —

Sekundir 0,06 *7,47 10,93; 59,71]
Alter 0,01 *+0,92 [0,86; 0,98]
Geschlecht

Minnlich (Ref.) —

Weiblich 0,16 0,36 [0,09; 1,49]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; GP: Granulopoiese

3.2.4.2 Verinderungen der Erythropoiese

Die Betrachtung der Parameter der Erythropoiese in der univariaten Regressionsanalyse

ergab keinen signifikanten Einfluss auf das genetische Risiko laut IPSS-R (Tabelle 21).
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Tabelle 21: Univariate Regression des IPPS-R mit Pridiktoren der Erythropoiese

N =55 p-Wert  Odds Ratio  95%-KI
Quantitative Verinderung EP

0/1 (Ref.) —

+2/+3 0,56 0,71 [0,22; 2,29]

-1/-2/-3 0,42 0,52 [0,11; 2,55]
Makrozytose 0,69 1,13 10,62; 2,04]
Kerngroflenvariabilitat 0,38 1,36 [0,68; 2,69]
Unscharfe Nester 0,31 1,52 10,68; 3,38]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; EP: Erythropoiese

Dieser Befund bestitigte sich unter Einschluss der Routine- und moglicher Stérvariablen

(Tabelle 22).

Tabelle 22: Ordinale logistische Regression des IPSS-R mit Variablen der Erythropoiese

N =55 p-Wert  Odds Ratio  95%-KI
Alterskorrigierte Himatopoiese

0/1 (Ref.) —

-1 0,45 3,85 [0,12; 125,28]

+2 0,08 *7,75 10,77; 77,94]

+3 0,05 *8,84 1,005 78,35]
Lymphozyten

nein (Ref.) —

ja 0,48 2,21 [0,25; 19,92]
Eisen 0,34 1,48 [0,67; 3,29]
Fibrose 0,06 *2,59 10,95; 7,09]
CD34"-Zellen 0,42 0,95 [0,85; 1,07]
Quantitative Verinderung EP

0/1 (Ref.) —

+2/+3 0,73 0,76 [0,15; 3,73]

-1/-2/-3 0,37 0,35 [0,03; 3,48]
Makrozytose 0,15 0,40 [0,12; 1,37]
Kerngroflenvariabilitat 0,19 2,86 [0,60; 13,70]
Unscharfe Nester 0,43 1,82 10,42; 7,88]
Atiologie

Primir (Ref.) —

Sekundir 0,13 4,93 10,63; 38,82]
Alter 0,02 *+0,93 [0,87; 0,99]
Geschlecht

Minnlich (Ref.) —

Weiblich 0,23 0,39 10,09; 1,79]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1, EP: Erythropoiese
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3.2.4.3 Verinderungen der Megakaryopoiese

In der univariaten ordinalen Regression zeigte sich ein deutlicher Einfluss einer Vermehrung
der Megakaryopoiese als Pridiktor fiir einen ungtnstigen IPSS-R (Tabelle 23). Ein Trend in

diese Richtung war auch bei der Clusterbildung der Megakaryopoese zu erkennen.

Tabelle 23: Univariate Regression des IPPS-R mit Pridiktoren der Megakaryopoiese

N =55 p-Wert Odds Ratio 95%-KI
Quantitative Veranderung MP

0/1 (Ref.) —

-1/-2/-3 0,90 1,16 [0,12; 11,62]

+2/+3 0,04 *$4.63 [1,09; 19,71]
Hypolobulierung 0,17 1,60 [0,82; 3,07]
Mikrozytose 0,27 1,48 10,74; 2,95]
Clusterbildung 0,07 *1,77 10,965 3,27]
CD34-Expression 0,21 1,48 [0,80; 2,73]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; MP: Erythropoiese

Betrachtete man den Einfluss von morphologischen Kriterien der Megakaryopoiese auf den
IPSS-R unter Einschluss der Routineparameter und méglicher Stérvariablen, ergab sich ein
Zusammenhang mit der Vermehrung der Megakaryozyten im Knochenmark (Tabelle 24).
Die hohe OR und das tiberwiegend tiber 1 liegende Konfidenzintervall zeigten den potentiell
starken Einfluss dieser Variable. Unter der Anwendung einer groBBeren Stichprobe konnte
dieser Parameter an Signifikanz zunehmen. Gleiches gilt in diesem Modell fiir die Lympho-
zyten. Der Einfluss der Clusterbildung war in diesem Modell nicht mehr nachzuweisen.

Wahrscheinlich wird das genetische Risiko durch andere Variablen besser vorausgesagt.
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Tabelle 24: Ordinale logistische Regression des IPSS-R mit Variablen der Megakaryopoiese

N =55 p-Wert  Odds Ratio  95%-KI
Alterskorrigierte Himatopoiese

0/1 (Ref.) —

-1 0,74 0,56 [0,02; 18,02]

+2 0,25 4,24 10,36; 50,64]

+3 0,20 4,32 [0,45; 41,45]
Lymphozyten

nein (Ref.) —

ja 0,07 *7,36 0,87; 62,54]
Eisen 0,71 0,85 [0,35; 2,04]
Fibrose 0,12 2,25 10,82; 6,14]
CD34"-Zellen 0,88 0,99 10,89; 1,10]
Quantitative Veranderung MP

0/1 (Ref) —

-1/-2/-3 0,77 1,55 [0,08; 29,52]

+2/+3 0,08 *5,66 0,815 39,40]
Hypolobulierung 0,88 0,91 0,27; 3,00]
Mikrozytose 0,99 1,01 [0,29; 3,50]
Clusterbildung 0,77 1,19 10,38; 3,74]
CD34-Expression 0,61 0,77 10,28; 2,09]
Atiologie

Primir (Ref.) —

Sekundir 0,01 *#20,51 [1,93; 218,00]
Alter 0,10 *0,95 10,89; 1,01]
Geschlecht

Minnlich (Ref.) —

Weiblich 0,23 0,39 [0,08; 1,83]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; MP: Megakaryopoiese

3.2.5 Volles logistisches Modell

Fir die endgtltige Analyse wurden alle in den vorherigen Tests als relevant erkannten Krite-
rien in einem ordinalen logistischen Modell zusammengefasst. Dies diente dazu, den gegen-
seitigen Einfluss der Variablen zu adjustieren. Es zeigte sich ein weiterhin bestehender star-
ker protektiver Effekt der Vermehrung der Granulopoiese ebenso wie ein moglicherweise
erhohtes genetisches Risiko bei gesteigerter Megakaryopoiese. Ein hoher potentieller Ein-
fluss konnte ebenfalls fiir eine gesteigerte alterskorrigierte Himatopoiese (Grad 3) gezeigt
werden (OR: 10, 75; 95%-KI: 0,88-131,55). Scheinbar wurde der Einfluss der Fibrose durch
andere Kriterien in diesem Modell besser erklirt. Auch wenn der p-Wert keine hohe Signifi-

kanz des Kriteriums suggerierte (p: 0,11), deuteten OR und KI auf eine hohe mdogliche
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Relevanz dieses Kriteriums hin (OR: 2,34; 95%-KI: 0,82-6,69). Ebenfalls deutlich war der
Einfluss einer sekundiren Atiologie. Hinsichtlich des Alters bestitigte sich der Trend, der
bereits in allen vorherigen Regressionen auftrat. Altere Patienten schienen ein etwas besseres

zytogenetisches Risiko zu haben als jingere.

Tabelle 25: Volles Modell der ordinalen logistische Regression des IPSS-R

N =55 p-Wert Odds Ratio 95%-KI
Alterskorrigierte Himatopoiese

0/1 (Ref) —

-1 0,77 0,61 [0,02; 16,14]

+2 0,14 7,27 [0,52; 101,80]

+3 0,06 *10,75 [0,88; 131,55]
Lymphozyten

nein (Ref.) —

ja 0,21 3,83 [0,406; 31,77]
Eisen 0,87 0,93 [0,40; 2,18]
Fibrose 0,11 2,34 10,82; 6,69]
CD34"-Zellen 0,85 1,01 [0,90; 1,14]
Quantitative Verinderung GP

0/1 (Ref) —

-1/-2/-3 0,73 0,72 [0,11; 4,57]

+2/+3 <0,01 0,09 [0,02; 0,47]
Quantitative Verinderung MP

0/1 (Ref) —

-1/-2/-3 0,70 0,56 [0,03; 10,97]

+2/+3 0,06 *5,84 [0,92; 37,20]
Atiologie

Primar —

Sekundir <0,01 *%17,65 [2,10; 148,64]
Alter 0,08 *0,94 [0,88; 1,01]
Geschlecht

Minnlich (Ref.) —

Weiblich 0,16 0,34 [0,08; 1,54]

Legende: Ref.: Referenzkategorie, *** p < 0,01; ** p < 0,05; * p < 0,1; GP: Granulopoiese, MP: Megakaryo-
poiese
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4 Diskussion

4.1 Limitationen der Arbeit

4.1.1 Histomorphologische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden histomorphologische Daten in semi-quantitativen Kate-
gorien, wie Reifungs- und Architekturstérungen, erthoben. Eine grundsitzliche Limitation
dieser Methodik ist die Gefahr einer Untersucherabhingigkeit der Daten. Diese Problematik
ist in Bezug auf die zytologisch-morphologische Diagnostik bei MDS in letzter Zeit vielfach
beleuchtet worden. So konnten Naqvi et al. (2011) in einer Studie mit 915 Patienten nach-
weisen, dass in 12 % der Fille ein Unterschied zwischen der Einweisungsdiagnose eines pe-
ripheren Krankenhauses im Vergleich zur eigenen Diagnose bestand. Diese war an einem
universitiren Zentrum von drei unterschiedlichen Pathologen gestellt worden (Naqvi et al.
2011). Auch in anderen Studien, von denen im Folgenden die wichtigsten besprochen wer-
den, wurde die Reproduzierbarkeit der Beurteilung von WHO-Klassifikation, Blastenanteil
oder Dysplasickriterien geprift. Diesbeziiglich wurde meist die Interrater-Reliabilitit (Urtei-

ler-Ubereinstimmung) bestimmt.

In Bezug auf eine Einordnung in die WHO-Klassifikation konnte in einer Untersuchung von
100 Priparaten gezeigt werden, dass die Interrater-Ubereinstimmung bei zytologischer Be-
gutachtung von Patienten mit bekanntem MDS bei den Gruppen RCMD (74 %), RAEB-1
(84 %) und RAEB-2 (90 %) gut ist, jedoch nicht in den Kategorien RA (25 %) und RCUD
(40 %) (Font et al. 2013). Dies hatte die Forschungsgruppe zum Anlass genommen, die
Ubereinstimmung der Diagnostik von niedrig-Risiko-MDS umfassender zu untersuchen. Fiir
die zytologische Diagnose eines RCUD und RARS konnte eine sehr geringe Ubereinstim-
mung von 21 % bzw. 18 % festgestellt werden (Font et al. 2015). Anhand von Knochen-
marksaspiraten und Ausstrichen von peripherem Blut haben Senent at al. (2013) 50 Priparate
von vier Untersuchern aus drei Zentren evaluiert. Insgesamt zeigte sich eine miBige Uber-
einstimmung hinsichtlich der Einteilung in unterschiedliche WHO-Subtypen. Besonders dif-
ferierten die Befunde beztglich der Abgrenzung von RAEB-1 sowie RCMD mit
Ringsideroblasten. Im Gegensatz dazu konnte in einer Studie mit 103 Patienten mit MDS
eine sehr hohe Ubereinstimmung (92 %) zwischen drei Untersuchern hinsichtlich der Ein-
ordnung in die WHO-Klassifikation belegt werden (Howe 2004). Die bestehende Diskre-
panz wurde auch in diesem Kollektiv durch die Schwierigkeit bedingt, RA und RCMD von-

einander abzugrenzen.
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Ein weiteres untersuchtes morphologisches Kriterium war der Blastenanteil. Font et al.
(2015) untersuchten, inwiefern sich die vom IPSS-R neu einfiihrte Unterscheidung zwischen
einem Anteil von < 2 % Blasten und einem von > 2 bis <5 % Blasten im Knochenmark
umsetzten lieB3. Es zeigte sich, dass die Ergebnisse zwischen zwei Untersuchern nicht repro-
duzierbar waren (Kappa Test = 0.277, p= 0,004). Diese Erkenntnisse decken sich mit einer
Studie von Della Porta et al. (2015), in der gezeigt werden konnte, dass die Interrater-Relia-
bilitit bei Blastenzahlen von unter 5 % abnahm. Auch bei der Untersuchung von Senent et
al. (2013) war die Urteiler-Ubereinstimmung besonders hoch bei einer Einteilung < 2 % und
> 10 % Blasten. Bei der Bewertung einer mifBligen Blastenerh6hung exsistierte ebenfalls eine

geringere Ubereinstimmung.

Auch einzelne morphologische Kriterien wurden im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit
untersucht. Die WHO-Klassifikation fordert einen Anteil dysplastischer Zellen von > 10 %.
Senent et al. (2013) konnten bei der Betrachtung dieses Kriteriums eine miRige Ubereinstim-
mung bei granulozytiren und megakaryozytiren Verinderungen und eine schlechte Uber-
einstimmung bei erythrozytiren Verinderungen feststellen. In einer Studie mit 1150 Patien-
ten wurde nach Kriterien gesucht, die eine morphologische Abgrenzung des MDS mit Fib-
rose (MDS-f) von primirer Myelofibrose (PMF, - eine myeloproliferative Neoplasie mit star-
ken morphologischen Ahnlichkeiten zu einem MDS) sowie des hypozelluliren MDS (Hypo-
MDS) von aplastischer Andmie (AA) erméglichen. Fir die im endgiltigen Score ausgewihl-
ten Kriterien konnte ein sehr hoher K-Koeffizient als Maf3 fur die Reproduzierbarkeit er-
reicht werden. Je nach Kriterium lag dieser bei der Abgrenzung MDS-f/PMF zwischen 0,84
und 0,95 sowie 0,81 und 0,90 bei der Unterscheidung Hypo-MDS/AA (Della Porta et al.
2015). In dieser Studie wurden sowohl zytologische als auch histologische Kriterien verwen-

det.

Die angefthrten Studien zeigen ein allgemeines Problem der diagnostischen Sicherheit in der
Pathologie. Allerdings nehmen die Unterschiede in der morphologischen Beurteilung ab,
wenn klare Kriterien vorliegen. Je genauer diese definiert sind, desto besser ist die Reprodu-
zierbarkeit. Aus diesem Grund befassen sich viele Arbeitsgruppen mit minimalen diagnosti-
schen Kiriterien bei MDS. Mulfti et al. (2008) entwickelten in einer internationalen Konsen-
susgruppe Vorgaben fiir die korrekte Ermittlung des Blastenanteils und die Differenzierung
von Ringsideroblasten im zytologischen Ausstrich. Bestimmte Dysmorphie-Kriterien fir
einzelne Zelllinien wurden ebenfalls beschrieben, zum Beispiel von Goasguen et al. (2014)

fir die Granulopoiese (Reduktion der Granulationen, abnormal segmentierte neutrophile
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Nukleoli, Makropolyzyten, nukleire Extensionen) und von Kawai et al. (2016) fir die
Erytrhopoiese (red cell with abnormal chromatin clumping, RCACC).

Inwiefern die in dieser Dissertation gemachten Ergebnisse auch von anderen Untersuchern
reproduzierbar sind, ist eine interessante Fragestellung fiir zukiinftige Untersuchungen. Die
Tatsache, dass in der vorliegenden Studie ein einzelner Untersucher die histologische Ein-
ordnung vorgenommen hatte, entspricht der Praxis, ist jedoch im Hinblick auf die Allge-

meingiltigkeit der Ergebnisse eine Limitation.

4.1.2 Genetische Informationen

Die Aufteilung der genetischen Risikofaktoren im vorliegenden Kollektiv ist vergleichbar mit
den Angaben in der Literatur. In der dem IPSS-R zugrunde liegenden Studie zum geneti-
schen Risiko waren die 2902 Patienten folgendermallen auf die Prognosegruppen verteilt:
sehr glnstig (2,9 %), glnstig (65,7 %), intermedidr (19,2 %), unginstig (5,4 %) und sehr
ungtnstig (6,8 %) (Schanz et al. 2012). In der vorliegenden Dissertation war die Aufteilung
hinsichtlich der Prognose von sehr giinstig bis sehr ungtnstig: 1,1 %, 61,5 %, 14,3 %, 9,9 %
und 13,2 %. Damit lag der Anteil der Hochrisiko-Genetik (ungtinstig und sehr ungiinstig)
etwas hoher, was vermutlich auf den Einschluss von Patienten mit sekundirem MDS zu-

ruckzufiihren ist.

Im Hinblick auf die verwendeten genetischen Daten ergeben sich verschiedene Limitationen.
Zum einen lag nicht fiir alle Patienten eine Metaphasen-Untersuchung vor, sodass zum Teil
auf FISH-Untersuchungen aus dem Knochenmark und aus peripherem Blut zurtickgegriffen
wurde. Die Gefahr lag darin, dass bestimmte, vom Sonden-Panel nicht abgedeckte Aberra-
tionen unerkannt blieben und somit ein hoheres zytogenetisches Risiko vorlag. Bei Betrach-
tung der genetischen Patientencharakteristika ist die Wahrscheinlichkeit hierfiir aber gering.
Bei Patienten mit mehr als 3 im FISH nachgewiesenen Aberrationen war keine weitere Ver-
schlechterung des IPSS-R mehr moglich. Bei Patienten mit 3 Aberrationen inklusive der p53-
Sonde waren weitere Aberrationen wahrscheinlich, sodass der héhere IPSS-R-Score verge-
ben wurde (4 statt 3). Mit Ausnahme von zwei Patienten (ID21, ID80) war das Risiko durch

eine darauffolgende oder vorgegangene Untersuchung zytogenetisch gesichert.

In Bezug auf die FISH-Sensitivitat konnte gezeigt werden, dass sie an CD34"-Blasten aus
dem Knochenmark (KM) in 96 % die Diagnose der klassischen Chromosomenbinderungs-
analyse bestitigte. Ein Zusatznutzen bestand somit nicht, wenn gentigend Material fiir eine
Metaphasenanalyse vorlag. Ebenfalls konnte im Vergleich zum Goldstandard Chromoso-

menbinderungsanalyse eine hohe Sensitivitit und Spezifitit der FISH an CD34"-Zellen aus
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dem peripheren Blut nachgewiesen werden (Braulke et al. 2013). Ergebnisse dieser Analyse
von CD34"-pB-Zellen konnten fir die zytogenetischen Risikogruppen nach IPSS-R validiert
werden. Somit kann eine durch den Sonden-Panel nachgewiesene Aberration zur Risikoein-
schitzung von MDS-Patienten genutzt werden, wenn frithere oder spitere Diagnostik diesen
Befund bestatigt (Braulke et al. 2015). Der Vorteil dieser Technik besteht darin, dass dem
Patienten die Knochenmarkspunktion erspart werden kann und eine einfache Verlaufskon-
trolle moglich ist, um Progress oder Therapieansprechen zu beurteilen. AuBBerdem kann die-
ses Verfahren angewendet werden, wenn kein Knochenmark aspiriert werden kann (Punctio
sicca) oder der Patient in das invasive Verfahren einer Knochenmarkspunktion nicht einwil-
ligt.

Ein weiterer méglicher Faktor fiir eine verminderte Beurteilbarkeit ist eine zu geringe Anzahl
von Metaphasen. In einer Studie mit 529 Patienten haben Steidl et al. (2005) den Informati-
onsverlust mit abnehmender Anzahl an analysierten Metaphasen umfassend untersucht.
Empfohlen werden tber 20 Metaphasen (Haferlach et al. 2007; Steidl et al. 2005). Bei nied-
rigerer Anzahl besteht insbesondere bei Angabe einer normalen Zytogenetik, die Gefahr ei-
nen kleinen aberranten Klon zu iibersehen. In der vorliegenden Arbeit waren von dieser

Einschrinkung der Sensitivitit insbesondere zwei Patienten betroffen (ID23, ID64).

Insgesamt erhéht sowohl die Verwendung der FISH als auch von Karyogrammen mit weni-
gen Metaphasen die diagnostische Unsicherheit in Bezug auf die Bestimmung des IPSS-R.
Allerdings entspricht es dem alltdglichen klinischen Vorgehen, anhand der zur Verfigung
stehenden Informationen eine Diagnose zu treffen, das Risiko abzuschitzen und eine The-
rapieentscheidung zu fillen. Daher wurden die Patienten mit ID23 und ID64 nicht ausge-

schlossen.

Des Weiteren ist zu diskutieren, inwiefern der IPSS-R als Mal3stab fiir das zytogenetisches
Risiko geeignet ist. Nach der aktuellen Revision kénnen 91 % aller Patienten anhand der im
Zytogenetik-Modul abgedeckten Aberrationen klassifiziert werden (Schanz et al. 2012). Sel-
tene, im IPSS-R noch nicht abgebildete Aberrationen werden in die Risikogruppe zntermediate
mit 2 Punkten einsortiert (Greenberg et al. 2012). Auch diesen kénnen zum Teil schon spe-
zifischen Prognosegruppen zugeordnet werden (Bacher et al. 2014), jedoch sind diese zum
Teil giinstiger oder ungunstiger als intermediate. Es ist also anzunehmen, dass das tatsichliche
Risiko in dieser Prognosegruppe heterogen ist. Eine weitere Herausforderung stellt das ge-
netische Risiko der Patienten mit Aberrationen dar, die nicht mittels FISH oder Karyogramm
nachweil3bar sind. Nach dem IPSS-R werden diese in die Risikogruppe good (1 Punkt) einge-

ordnet. Jedoch liegen auch bei diesen Patienten Mutationen vor, die zumeist Splicing-
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Faktoren und epigenetischen Regulatoren betreffen (Bejar und Steensma 2014). So konnten
Bejar et al. (2011) Punktmutationen in sechs Genen identifizieren, die bei 29 % der Patienten
mit normalem Karyotyp IPSS-korrigiert zu einem schlechteren Gesamtiiberleben fiihrten. In
naher Zukunft ist mit der Ver6ffentlichung eines IPSS-R-molecular zu rechnen, der diese
Limitation beheben wird. Diese molekulargenetischen Erkenntnisse stellen die Therapeuten
wiederum vor neue diagnostische Herausforderungen, da somatische, mit MDS-assoziierte
Mutationen auch bei Patienten ohne himatologische Grunderkrankung auftreten kénnen —
eine Entitit, die mit dem Begtiff clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) umschrie-

ben wird (Steensma et al. 2015).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich die genetische Diagnostik bei MDS
aktuell im Wandel befindet. Die Einordnung des genetischen Risikos anhand des IPSS-R ist

im vorliegenden Kollektiv die aussagekriftigste verfiighare Methode.

4.1.3 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv war in Bezug auf die Verteilung von Alter und Geschlecht mit demo-
graphischen Daten aus dhnlichen Studien vergleichbar. Das erhohte Risiko von Mannern zu
Frauen (59 % zu 41 %) findet sich auch in gréBeren Kollektiven ((Della Porta et al. (2015):
318 Patienten mit 58 % zu 42 %; Schanz et al. (2012): 2902 Patienten mit 58,4 % zu 41,6 %).
Die Altersverteilung zeigte die typische Form mit einem mit dem Alter kontinuierlichen An-
stieg der Inzidenz (Ma et al. 2007). Auch der Median war mit 71 Jahren vergleichbar mit
Angaben in der Literatur (Schanz et al. (2012): 70 Jahre). Alter und Geschlecht wurden in

alle Regressionsanalysen eingeschlossen, um fir ihren méglichen Effekt zu adjustieren.

Eine Besonderheit der vorliegenden Studie lag im Einschluss von Patienten mit sekundarem,
Therapie-assoziiertem MDS in das morphologisch zu beurteilende Kollektiv. In der WHO-
Klassifikation werden diese zusammen mit einer Therapie-assoziierten AML in einem sepa-
raten Abschnitt (therapy-related myeloid neoplasms) erfasst. Aber es wird darauf verwiesen, dass
es dem Untersucher tberlassen bleibt, ob er die morphologische Klassifikation anwendet.
Ebenfalls wurde der IPSS und der IPSS-R fiir de-novo-MDS entwickelt. Insbesondere un-
terscheidet sich das t-MDS in Hiufigkeit und Risiko der nachgewiesenen Aberrationen. In
verschiedenen Studien wurde eine vorhandene zytogenetische Aberrationen in 80 — 90 %
der Fille nachgewiesen im Gegensatz zu ca. 50 % bei de novo-MDS (Kantarjian et al. (1980),
Pedersen-Bjergaard et al. (1993), Mauritzson et al. (2002), Singh et al. (2007)). Zudem tritt
bei t-MDS hiufiger eine Hochrisiko-Zytogenetik auf (so zum Beispiel bei Singh et al. 2007:

70 % "poor", 16% "intermediate" sowie 14% "good" nach IPSS). In dieser Studie wurde unter
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Einbeziehung von 155 Patienten mit t-MDS untersucht, inwiefern Morphologie und Zyto-
genetik prognostische Aussagen erlauben. Zwar waren die Uberlebenszeiten in den Subgrup-
pen der WHO-Klassifikation deutlich schlechter bei t-MDS im Vergleich zu de #ovo-MDS in
anderen Studien (zum Beispiel t-RCMD vs. de novo-RCMD). Innerhalb dieser WHO-
Gruppen konnte aber in Bezug auf das Gesamtiberleben oder AML-Progression keine Ri-
sikostratifizierung anhand der Morphologie (t-RCMD vs. t-RAEB-1 vs. t-RAEB-2 oder < =
5 % vs. > 5 % Blasten) vorgenommen werden. Im Gegensatz dazu konnte fiir das zytoge-
netische Risiko (nach IPSS sowie im Vergleich < 3 oder = 3 Aberrationen) ein Unterschied
im Gesamtiiberleben festgestellt werden (Singh et al. 2007). Dies zeigte, dass die Zytogenetik

auch bei t-MDS in verschiedene Risikogruppen stratifiziert.

Zusammenfassend weisen die Vergleichsliteratur nach, dass die vorausgegangene Chemo-
oder Radiotherapie ein relevanter Einflussfaktor und eine potentielle Storvariable bei der
Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Histologie und Zytogenetik sein kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde dieser potentielle Einflus mit Hilfe von statistischen Methoden
iberpriift. So war die sekundire Atiologie, also eine Therapie-Assoziation, sowohl im Ge-
samt- als auch im Score-Kollektiv in den Regressionsmodellen enthalten. Sie hatte auch, wie
erwartet, einen signifikanten, starken Einfluss, beispielsweise im finalen Modell einen Odds
Ratio von 17,65 mit einem 95%-KI von 2,10 bis 148,64. Somit lag ein kontrollierter Einfluss

auf die anderen Pradiktoren vor.

Die letzte Limitation in Bezug auf das Patientenkollektiv entstand durch den Einschluss von
Patienten unter Therapie. Es wurde dadurch heterogener. Von der Erhebung des Scores
wurden diese Patienten ausgeschlossen, um einen Einfluss auf die Zellmorphologie zu ver-

meiden.

4.1.4 Verwendete Statistik

Um auf einen Zusammenhang zwischen dem zytogenetischen Risiko und den morphologi-
schen Kiriterien schlieBen zu kénnen, wurden die Spearman-Rangkorrelation sowie Regres-
sionsanalysen verwendet. Die Spearman-Rangkorrelation misst einen monotonen Zusam-
menhang von ordinal skalierten Ratingmerkmalen, wofiir sowohl der IPSS-R als auch die

erhobenen morphologischen Daten geeignet waren.

Die weiterfihrende Analyse wurde mit der ordinalen logistischen Regression durchgefiihrt.
In der vorliegenden Studie war die Aussage tiber eine statistische Signifikanz der Regression
dadurch eingeschrinkt, dass eine relativ kleine Anzahl von Fillen im Score-Kollektiv

(n =55) einer groBen Anzahl von zu betrachtenden morphologischen Kriterien
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gegentiberstand. Bei niedrigen Fallzahlen sind nur sehr starke Effekte signifikant (Faller
2004). Um dem explorativen Ansatz dieser Studie gerecht zu werden, wurden dementspre-
chend auch Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,1 dargestellt und diskutiert. Zur Bestimmung
der moglichen klinischen Relevanz — hier bewusst der statistischen Signifikanz gegeniiberge-
stellt — sind die GroBle der Effektstirke (als Odds Ratio) und die Prizision der Schitzung
sowie ihre Lage (als 95%-KI) besser geeignet und werden deshalb auch bei p-Werten > 0,05
diskutiert (Faller 2004; Stang et al. 2010; Dick und Tevaearai 2015; Park 2010).

4.2 Zusammenhang zwischen Histologie und WHO-Kriterien

Als erstes wurde in dieser Arbeit die Frage behandelt, inwiefern die WHO-Klassifikation auf
histologische Priparate (ohne Betrachtung von Knochenmarksausstrichen) anwendbar ist.
Dass eine Einteilung in Kategorien mit notwendiger Zytogenetik (MDS mit del(5q) und
MDS-U) nicht méglich ist, wurde bereits besprochen. Betrachtet man die Verteilung der
histologisch gestellten WHO-Studiendiagnose, so wird klar, dass es eine deutliche Verschie-
bung hin zu den Kategorien MDS-SLB bzw. MDS-EB-1/2 gab. In einer Studie von Della
Porta et al. (2009) mit der zytologischen Untersuchung von 301 Patienten betrug die Auftei-
lung RA/RARS/MDS del5q zu RCMD/RCMD-RS zu RAEB-1 zu RAEB-2 ca. 34 % zu 37
% zu 15 % zu 14 %. In der vorliegenden Studie lag die Verteilung bei 3 % vs. 43 % vs. 22 %
vs. 32 %. Dies ist wahrscheinlich damit zu begriinden, dass das von der WHO geforderte
Vorhandensein von Dysplasien in > 10 % der Zellen in 2 oder mehr Zellreihen in der histo-
logischen Ansicht schneller erreicht wird. Eine Quantifizierung des Blastengehalts scheint
mit Hilfe der CD34- und CD117-Immunhistochemie gut zu gelingen. Es zeigte sich jedoch
eine unterschiedliche Hiufigkeit der einzelnen Subtypen im Vergleich. In der histologischen
Diagnostik war der Anteil der Patienten mit Blastenvermehrung hoher als bei der zytologi-
schen Betrachtung. Daraus lisst sich folgern, dass die Abgrenzung einer MDS-SLD von ei-
ner MDS-MLD im histologischen Priparat schwierig ist. Moglicherweise sind andere Grenz-
werte der Dysplasie sowie Konsens-Kriterien fiir typische Dysplasiezeichen notwendig.
Diese Schwierigkeiten wurden bereits in der alleinigen histologischen Einordnung der FAB-

Klassifikation beschrieben (Horny et al. 1995).
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4.3 Zusammenhang zwischen Histologie und Zytogenetik

Ein weiteres Ziel dieser Dissertation war es, zu untersuchen, inwiefern ein Zusammenhang
zwischen histomorpholoigsch beobachteten Kriterien und dem zytogenetischen Risiko laut
IPSS-R besteht. Im Folgenden werden die verschiedenen Parameter, die im pathologischen

Priparat beurteilt werden, mit diesbeziiglichen Angaben in der Literatur verglichen.

4.3.1 Zellularitdt

Die Steigerung der Zellularitit im Knochenmark bei gleichzeitiger peripherer Zytopenie (in-
effektive Himatopoiese) ist eines der Grundmerkmale des myelodysplastischen Syndroms.
Gleichzeitig ist seit lingerem eine morphologische Sonderform des MDS bekannt, die mit
einem leereren Knochenmark einhergeht. Diesem hypozelluliren MDS und seiner Aussage-
kraft fir die Prognose widmet sich auch ein Grof3teil der Literatur zu diesem Thema, die im

Folgenden betrachtet wird.

Bereits in frithen Studien finden sich widersprichliche Ergebnisse zum hypozelluliren MDS.
Wiahrend bei manchen Autoren (Riccardi et al. 1987; Kitagawa et al. 1989; Rios et al. 1990)
ein giinstiger Effekt auf das Uberleben und die Zeit bis zur Progression zur Leukimie fest-
gestellt wurde, beobachteten andere keinen Unterschied im Vergleich zu Patienten mit
normo- bzw. hyperzellulirem Knochenmark (Yoshida et al. 1988; Toyama et al. 1993; Tuzu-
ner et al. 1995). Aktuelle Arbeiten kommen zu dem Schluss, dass eine Verminderung der
Zellularitit ein gunstiges Merkmal bei MDS darstellt. In einer Untersuchung von Yue et al.
(2008) wurden 163 hypozellulire mit 886 normo- oder hyperzelluirem MDS-Patienten ver-
glichen. Bei einer Einteilung in die drei zytogenetischen Risikogruppen nach IPSS (good, in-
termediate, poor) liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen hypozelluliren und
normozellulirem/hyperzelluliren Patienten nachweisen. In Bezug auf die Aussagekraft tiber
die Prognose konnte jedoch festgestellt werden, dass die Hypozellularitit in allen zytogene-
tischen Risikogruppen sowie auch in allen Gruppen des IPSS-Gesamtscores mit einem bes-
seren Uberleben einherging (Yue et al. 2008). In einer Studie mit 189 Patienten konnten
Huang et al (2008) ebenfalls das hypoplastische MDS als einen eigenen Subtyp mit Aussage-
kraft fiir die Prognose, besonders in den Gruppen mit low und int-1 nach IPSS, nachweisen.
Eine Korrelation mit unterschiedlichen genetischen Risikogruppen stratifiziert mit dem IPSS
wurde nicht durchgefithrt, es wurden jedoch einzelne Aberrationen untersucht. Ein deutlich
selteneres Vorkommen von 7/7q-Abetrationen zeigte sich bei hypozellulirtem MDS (0 vs.
19 Patienten). Dies stimmte mit Daten von Tuzuner et al. (1995) tberein, in denen sich

ebenfalls nur in 1 aus 23 Patienten eine solche Aberration nachweisen liel3. Bei Schemenau
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et al. (2015) war 7q- bei Patienten mit hypozellulirem Knochenmark vermehrt, eine Mono-
somie 7 jedoch bei hyperzellulirem am haufigsten. Diese unterschiedlichen Daten zeigten,
dass die Rolle eines spezifischen hypozelluliren Phéinotyps mit Aberration am Chromosom

7 noch offen ist.

Tong et al. sehen das hypoplastische MDS als eigene Entitit an und haben fur diese in einer
Studie mit 253 hypozelluliren und 1725 normo-/hyperzelluliren Patienten einen Prognose-
Score erarbeitet. Im Hinblick auf die zytogenetische Risikoverteilung nach IPSS zeigte sich
in beiden Gruppen kein Unterscheid. Ein lingeres Gesamtiiberleben wurde fir Patienten
mit hypozellulirem Knochenmark nachgewiesen (Tong et al. 2012). In einer aktuellen Studie
an 1270 Patienten wurde die Zellularitit als Kriterium bei MDS untersucht (Schemenau et
al. 2015). In einem ersten Schritt wurde der Stellenwert der Histologie in diesem Prozess
herausgearbeitet. In einem direkten Vergleich mit der zytologischen Evaluation wurden nur
36,5 % der hypozelluliren Patienten von dieser richtig erkannt. Dies verdeutlichte den Stel-
lenwert der Histologie als Goldstandard zur Beurteilung der Zellularitit. Im zweiten Schritt
wurde gezeigt, dass sich die Risiken laut IPSS-R signifikant zwischen hypo-, normo- und
hyperzellulirem Knochenmark unterschieden. Den niedrigsten Anteil prognostisch ungiins-
tiger Zytogenetik wies die Gruppe mit normozellulirem Knochenmark auf. Ebenfalls konnte
eine schlechtere Prognose fiir Patienten mit hyperzellulirem Knochenmark nachgewiesen
werden, was die Autoren auf den héheren Anteil ungtinstiger Zytogenetik laut IPSS in dieser

Gruppe zuriickfithren.

Zusammenfassend stimmt die bisher veroffentliche Literatur mit den in dieser Arbeit erho-
benen Daten tberein. In der Spearman-Rangkorrelation konnte kein Zusammenhang zwi-
schen der alterskorrigierten Zellularitit und dem IPSS-R nachgewiesen werden. Auch bei der
logistischen Regression lag bei einem Vergleich zwischen hypozelluliren und normozellula-
rem Knochenmark kein signifikanter Zusammenhang im Gesamt- oder Score-Kollektiv vor.
Im Gegensatz zu den meisten bisher publizierten Daten war jedoch ein Einfluss von einem
hyperzelluliren im Vergleich zum normozelluliren Knochenmark méglich. Diese Differen-
zierung wurde bei vergleichbaren Studien auf3er bei Schemenau et al. (2015) nicht vorgenom-
men, da hier normo- und hyperzellulires MDS als eine gemeinsame Gruppe betrachtet
wurde. In der vorliegenden Dissertation konnte ein Einfluss der Hyperzellularitit unter Ein-
schluss der Granulopoiese und Erythropoiese beobachtet werden, nicht jedoch bei der Me-

gakaryopoiese und den Routineparametern. Im finalen Modell zeigte sich ebenfalls der deut-

liche potentielle Einfluss dieses Parameters (OR: 10,75; 95%-KI: 0,88-131,55; p-Wert: 0,06).
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Bei zukunftigen Studien sollte auch der Einfluss einer altersadjustiert gesteigerten Himato-

poiese in die Evaluation mit einbezogen werden.

4.3.2 Fibrose

Die Fihigkeit zur Beurteilung des Fibrosegrades ist eines der Alleinstellungsmerkmale der
Histologie im Zusammenspiel der verschiedenen Untersuchungsverfahren bei MDS. Die
Hiufigkeit schwerer Knochenmarksfibrose (MF2/3) lag im Gesamtkollektiv der vorliegen-
den Studie bei 16 % und im Score-Kollektiv bei 18 %. Damit ist sie vergleichbar mit den in
der Literatur beschriebenen Auspriagungen von 10 — 20 % (Lambertenghi-Deliliers et al.
1991; Lambertenghi-Deliliers et al. 1993; Buesche et al. 2008; Della Porta et al. 2009; Fu et
al. 2014). Mehrere aktuelle Studien haben den Einfluss dieses Faktors auf die Diagnostik und
Prognose untersucht, wobei zum Teil auch Informationen zum genetischen Risiko erhoben

wurden.

In einer Studie mit 200 Patienten konnte ein vom Blastenanteil (peripher und im Knochen-
mark) und der Zytogenetik nach IPSS unabhingiger signifikanter Einfluss der Fibrose auf
das Gesamt-Uberleben festgestellt werden (Buesche et al. 2008). Das unterschiedliche gene-
tische Risiko fiir Patienten mit verschieden ausgeprigter Markraumfibrose wurde nicht er-
hoben. In einer Studie mit 301 Patienten zur Untersuchung von histopathologischen Prog-
nosefaktoren zeigte sich der signifikante Einfluss der Myelofibrose (MF) Grad 2/3 auf das
Gesamtiiberleben. Ebenfalls erfasst wurde der Zusammenhang zwischen Fibrosegrad und
Zytogenetik. In der Patientengruppe mit MF2/3 war die Zytogenetik nach IPSS signifikant
schlechter als bei MFO/1. Der Einfluss der Fibrose auf das Gesamtiiberleben blieb bestehen,
wenn fiir diese unginstige Zytogenetik kontrollierte wurde. Dies geschah durch den Ein-
schluss des IPSS-Gesamtscores sowie des WPSS in die multivariate Analyse. Die Autoren
konnten durch Berechnung der Hazard Ratios belegen, dass das Vorhandensein einer rele-
vanten Markraumfibrose prognostisch dem Aufstieg in eine hohere Risikogruppe im IPSS
oder WPSS entspricht (Della Porta et al. 2009).

In einer weiteren Untersuchung mit 245 Patienten (79 MDS mit Fibrose und 166 ohne Fib-
rose) wurde der Einfluss dieses Risikofaktors auf Prognose und Therapieansprechen unter-
sucht (Fu et al. 2014). Es wurde ebenfalls eine Analyse des zytogenetischen Risikos in beiden
Gruppen durchgefiihrt. Im Gegensatz zu Della Porta et al. zeigte sich kein signifikanter Un-
terschied zwischen der Gruppen MF0/1 versus MF2/3 unter Betrachtung des zytogeneti-
schen Subscores des IPSS-R. Bestitigt werden konnte jedoch eine unabhingige prognosti-

sche Aussagekraft fur das Gesamtiberleben und das leukdmiefreie Ubetleben. In einer
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aktuellen Studie mit 77 Patienten zu den klinisch-biologischen Eigenschaften von MDS-
Patienten mit Fibrose konnte in der Korrelationsanalyse nach Spearman kein Zusammen-
hang mit genetischen Risiko nach IPSS-R festgestellt werden (Ramos et al. 2016). In einer
weiteren Studie der Arbeitsgruppe von Fu et al. wurde der Einfluss der Markraumfibrose
(MFO0/1 vs. MF2/3) bei 266 Patienten mit sekundiren, Therapie-assoziiertem MDS betrach-
tet. Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht im Hinblick auf die Anzahl von Patienten
mit abnormen Karyotyp (80 bzw. 82 %), die Aufteilung in verschiedene zytogenetische Risi-
kogruppen (nach IPSS-R) oder den Anteil von komplexen sowie monosomalen Karyotypen.
In dieser Studie wurde zudem zwischen den einzelnen zytogenetischen Aberrationen diffe-
renziert. Eine dhnliche Verteilung aller Aberrationen war zu erkennen auller fur -5 und -17.
Die fiir primires MDS nachgewiesene prognostische Aussagekraft der Markraumfibrose war
fiir t-MDS sowohl fiir das Gesamtiiberleben als auch fiir das leukimiefreie Uberleben nicht
gegeben (Fu et al. 2013). Bei der Revision des IPSS-R in 2012 wurden tiber die bestehenden
Kriterien (Genetik, Blastenanteil, Zytopenie) hinausgehende Parameter zur Bestimmung des
klinischen Verlaufs an einer internationalen Kohorte von 7012 Patienten evaluiert. Es zeigte
sich kein zusitzlicher Nutzten des Parameters Fibrose beim Einschluss in den IPSS-R
(Greenberg et al. 2012). Die Autoren verweisen darauf, dass dies an der relativen Seltenheit
dieses Charakteristikums sowie an nicht standardisierten Fibrosegrad-Einteilungen in frihe-

ren Studien liegen kann.

Zusammenfassend konnte in mehreren, aber nicht allen Studien die prognostische Relevanz
der Fibrose bei primirem MDS nachgewiesen werden. Zu der Annahme, dass ein teilweiser
Zusammenhang zwischen Fibrose und Genetik besteht, liegen bislang nur widerspriichliche
Daten vor. In der vorliegenden Dissertation zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang so-
wohl bei den Korrelations- als auch den Regressionsanalysen der Routineparameter, der Gra-
nulopoiese sowie in geringerem Male der Erythropoiese. Im kompletten Modell war nur
noch ein schwacher Trend (p-Wert: 0,11) zu erkennen, wobei das Konfidenzintervall immer
noch fir einen deutlichen méglichen Einfluss sprach (OR: 2,34; 95%-KI: 0,86; 6,69). In den
oben genannten Studien wurde die Unterscheidung zwischen einer Markraumfibrose Grad
0 und 1 vs. Grad 2 und 3 fiir die Auswertung verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurden
diese Subgruppen nicht gebildet, sondern die Variable als eine sich kontinuierlich verschlech-
ternde Kategorie aufgefasst. Hierin kénnte ein Grund fir die teilweise unterschiedlichen Exr-

gebnisse liegen.
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4.3.3 Siderose

In den erhobenen Daten in der vorliegenden Arbeit gab es vereinzelte Hinweise auf einen
moglichen Einfluss der Markraumsiderose auf das genetische Risiko nach IPSS-R. In der
Spearman-Rangkorrelation bestand ein schwacher Zusammenhang. Im Regressionsmodell
unter Einschluss der Routineparameter war ein Trend zu erkennen, der dies stutzt. Insbe-
sondere der OR wies auf eine deutliche Verlagerung in den Bereich eines gesteigerten Risikos
(95%-KI: 0,93; 2,66). Allerdings war dies unter Einschluss der Erythropoiese, Gra-

nulopoiese, Megakaryopoiese sowie im vollen Modell nicht mehr nachzuweisen.

Der Vergleich mit der Literatur tiberrascht. Viele Studien berichten tiber den Einfluss der
Eisentiberladung des Korpers (insbesondere Leber und Knochenmark) auf die Prognose bei
MDS und den moéglichen positiven Effekt einer Chelattherapie (Leitch 2007; Rose et al.
2010). Zum Stellenwert der Markraumsiderose in der Biopsie bei der Diagnostik von MDS
liegen allerdings keine Vergleichsdaten vor. Beschrieben ist zumindest, dass die
Ringsideroblasten (in der WHO-Klassifikation bei RARS oder RCMD-RS) in der Biopsie
nicht evaluiert werden kénnen, weil das mitochondriale Eisen nicht durch die Eisenfirbung
erfasst wird (Horny et al. 1995). Fur die Messung einer Eisentiberladung im Gesamtorganis-
mus werden hingegen unterschiedliche invasive und nicht-invasive Methoden unterschieden,
beispielsweise Serumferritin, zon-transferrin-bound iron (NTBI), MRT von Leber oder Herz so-

wie Biopsien (Shenoy et al. 2014).

Aus einer pathophysiologischen Perspektive konnten bereits interessante Erkenntnisse tber
den Zusammenhang von Eiseniiberladung im Knochenmark und der Himatopoiese mit
Hilfe von Miusemodellen gewonnen werden. So induzierten Okabe et al. (2014) eine Eisen-
Gberladung in Miusen durch Injektion. Es zeigte sich eine verspitete Entwicklung von Kno-
chenmarkstransplantaten gesunder Miuse. Ebenfalls wurden herabgesetzte Genexpressions-
muster (CXCL12, VCAM-1, Kit-ligand und IGF-1) und Zytokin-Level (Erythropoietin und
Thrombopoietin) nachgewiesen. Chai et al. (2015) beobachteten in einem Mausmodell, dass
die Uberladung mit Eisen zu einer herabgesetzten Proliferation von himatopoietischen
Stammzellen fithrt. Bei Eisentiberladung war auch die Menge an ROS (reactive oxcygen species)
erhoht. Der Zusammenhang ziwschen oxidativem Stress sowie MDS-Prognosegruppe und
Uberlebenszeit konnte auch in anderen Studien gezeigt werden (Goncalves et al. 2015). Ins-
besondere fiir die erythrozytiren Vorstufen konnte ein negativer Einfluss der Siderose auf

die Proliferation bereits am Patienten nachgewiesen werden (Hartmann et al. 2013).

Ein weiterer, in die Betrachtung miteinzubeziehender Faktor ist der Zusammenhang zwi-

schen MDS-Prognose, Siderose und Transfusionspflichitgkeit. Zum einen fithren vermehrte
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Transfusionen zu einer Siderose des Knochenmarks (Cid et al. 2014), zum anderen ist eine
Transfusionspflichtikeit ein Zeichen fiir eine negative Prognose bei MDS (Malcovati et al.
2005). Es ist somit zu untersuchen, inwiefern eine Siderose des Knochenmarks unabhingig
von Transfusionen in der Vorgeschichte ein prognostisch relevanter Faktor bei der Progno-

sebestimmung des MDS ist.

Zusammengefasst ist die Eisentiberladung des Knochenmarks ein in der Histologie bis jetzt
wenig betrachtetes Kriterium, fir das sich in der vorliegenden Studie Anhaltspunkte fiir ei-
nen Zusammenhang mit einer ungiinstigen Zytogenetik zeigten. Die Betrachtung dieses Pa-
rameters im Kontext der Chelattherapie und der Prognosebestimmung bei MDS bietet M6g-
lichkeiten fiir zukinftige Untersuchungen. Hierbei ist inbesondere der Einfluss einer trans-

fusions-unabhingigen Siderose des Knochenmarks zu betrachten.

4.3.4 CD34"-Zellen

Bereits 1984 wurde die Reaktivitit des Anti-My-10 monoklonalen Mauseantikorpers mit ha-
matopoietischen Vorlauferzellen beschrieben, ohne dass die Zielstruktur bekannt war (Civin
et al. 1984). Diese konnte als Glycophosphoprotein identifiziert werden, das an der Oberfla-
che von himatopoietischen Stamm- und Vorliuferzellen, embryonischen Fibroblasten und
Endothelzellen exprimiert wird (Krause et al. 1996). Bei gesunden Probanden betragt der
Anteil von CD34"-Zellen ca. 1 % der himatopoietischen Zellen im Knochenmark (Soligo et
al. 1991). Infolge der Enddeckung dieses Markers wurden zahlreiche Studien tber dessen
prognostische Wertigkeit durchgefiihrt, wobei eine Korrelation mit zytogenetischen Verin-

derungen selten erfolgte.

In einer Studie mit 35 Patienten wurden verschiedene Antigene (CD34, CD13, CD14, CD15
und CD33) beziiglich ihrer Aussage tiber das Uberleben getestet. Hierbei ergaben sich nur
fir CD34 relevante Ergebnisse (Guyotat et al. 1990). Der negative Einfluss von CD34"-
Zellen auf das Gesamtiiberleben und das leukimiefreie Uberleben konnte an einem Kollektiv
von 62 Patienten im peripheren Blut nachgewiesen werden (Sullivan et al. 1992). Dass dies
eine valide Methode ist, um den CD34"-Anteil von Zellen im Knochenmark zu untersuchen,
konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Die CD34-Expression in der histologischen und
durchflusszytometrischen Analyse korrelierten gut miteinander (Kanter-Lewensohn et al.
1996). In einer Studie mit 68 MDS-Patienten war das Ubetleben in der Gruppe mit einem
Anteil an CD34"-Blasten > 1 % signifikant kiirzer. AuBerdem konnte die CD34-Expression
in der Patienten-Gruppe mit RAEB eine Subgruppe mit schlechterer Prognose identifizieren

(Soligo etal. 1994). In einer Arbeit mit 100 MDS-Patienten konnte sowohl fiir eine Erth6hung
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von CD34"-Blasten tber 1 % als auch fir ihre Tendenz, Aggregate zu bilden, ein erniedrigtes
Gesamtiiberleben sowie eine erthohte Rate an Leukdmien beobachtet werden (Oriani et al.
1996). Eine ungtinstigere Prognose bei einer Erhohung von CD34"-Blasten konnte in einer
Untersuchung von 17 Patienten mit sekundiren, Therapie-assoziiertem MDS ebenfalls ge-

zeigt werden (Orazi et al. 1993).

AuBerdem konnte fiir die CD34-Immunhistochemie eine differentialdiagnostische Bedeu-
tung nachgewiesen werden. In einer Studie an 561 Knochenmarksbiopsien, denen unter-
schiedliche hamatologische Erkrankungen zugrunde lagen, war der CD34"-Blastenanteil nur
bei MDS sowie AML erhéht. Innerhalb der FAB-Klassifikation konnte der Marker auf3er-
dem zu einer Abgrenzung von RA/RARS (keine Expression) von RAEB/ RAEB-T (vot-
handene Expression) genutzt werden (Horny et al. 1995). Diese Bedeutung wurde in einer
aktuellen Studie bestitigt, in der unter Einbezichung von 1150 Patienten mit Zytopenien
differentialdiagnostisch aussagekriftige Parameter untersucht wurden. Das Vorhandensein
von > 5 % CD34"-Zellen sowie deren Cluster-Bildung half bei der Abgrenzung des MDS
mit Fibrose von primirer Myelofibrose (PMF) sowie dem hypozelluliren MDS von der ap-
lastischen Andmie (AA) (Della Porta et al. 2015).

Oertel et al. untersuchten ebenfalls den prognostischen Einfluss der CD34-
Immunbhistochemie. In einer Studie mit 16 Patienten konnte nachgewiesen werden, dass Pa-
tienten mit vermehrten CD34"-Zellen ein erhohtes Risiko fur eine Progression zur Leukdmie
hatten (Oertel et al. 1993). Insbesondere bei Patienten mit insgesamt niedrigeren Blastenz-
ahlen (nach FAB) wurde cin niedrigerer CD34"-Anteil der Blasten im Vergleich zu allen
Blasten gefunden. Dieser Anteil stieg in hoheren Stadien (RAEB-T nach FAB-Klassifikation)
(Oertel et al. 1994). Eine Zusammenfithrung dieser beiden Kollektive verdeutlichte, dass die
CD34-Immunhistochemie nur einen Anteil aller im Mark vorhandenen Blasten anfirbt. Die-
ser Anteil stieg aber in hoheren Stadien und war dann mit einer schlechteren Uberlebens-

wahrscheinlichkeit assoziiert (Oertel und Huhn 1994).

Eine neuere Studie widerspricht der Ansicht, die CD34-Immunhistochemie firbe nur einen
Teil der Blasten im Knochenmark an. Bauer et al. (2000) fanden in einer Untersuchung von
150 Knochenmarksbiopsien einen guten Zusammenhang zwischen morphologisch beo-
bachteten Blasten (in Biopsie und Aspirat) sowie CD34"-Zellen im Knochenmark. Der An-
teil der CD34"-Zellen war sogar etwas hoher, was auf eine Mitanfirbung frither Promyelozy-
ten zuruckgefihrt wurde. Bei funf Patienten war die Anzahl der CD34"-Blasten deutlich ge-
ringer als die morphologisch beobachteten. Eine Korrelation mit der Prognose wurde in

dieser Studie nicht durchgefiihrt. Aber ein in héheren FAB-Subgruppen ansteigender Anteil
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CD34"-Blasten sowie die vermehrte Cluster-Bildung konnte festgestellt werden (Baur et al.
2000). Diese Studie ist eine der wenigen, die eine Korrelation des Blastenanteils mit der Zy-
togenetik durchgefiihrt hat. Es zeigte sich ein vermehrtes Auftreten von CD34"-Clustern bei
Patienten mit doppelten oder komplexen Aberrationen (was einer hoheren genetischen Ri-
sikogruppe laut IPSS-R entsprache) als in Patienten mit einfacher oder ginzlich ohne Aber-
ration. Der prozentuale Anteil an CD34"-Blasten korrelierte nicht mit dem zytogenetischen

Risiko (Baur et al. 2000).

Ferner untersuchte eine Studie von Della Porta et al. (2009) an 301 Patienten mit MDS unter
anderem die Bedeutung des prozentualen Anteils der CD34"-Zellen sowie deren Clusterbil-
dung fur die Prognose. In der multivariablen Analyse zeigte sich ein von der WHO-
Subgruppe, der Zytogenetik (nach IPSS) und der Transfusionsabhingigkeit unabhingiger
Effekt von CD34"-Clustern auf das Gesamtiiberleben und das leukimiefreie Uberleben.
Dies konnte fur den prozentualen Anteil CD34"-Zellen nicht nachgewiesen werden. Eine
explizite Korrelation mit dem zytogenetischen Risiko wurde nicht durchgeftihrt (Della Porta
et al. 2009). Die in vorherigen Studien beschriebene Relevanz der Clusterbildung wurde so-

mit bestitigt (Oriani et al. 1996; Baur et al. 2000).

In der bestehenden Literatur konnten nur wenige Anhaltspunkte fiir einen Zusammenhang
zwischen CD34"-Blasten und der Zytogenetik gefunden werden. Eine Clusterbildung dieser
Vortliuferzellen schien jedoch mit einem erhéhten zytogenetischen Risiko assoziiert zu sein.
Uber die Kontroverse zu einer méglichen Ahnlichkeit von CD34*-Clustern und dem histo-
logischen Kriterium der ALIP wird noch eingegangen (Kapitel 4.3.6.1). Die wenigen vorlie-
genden Vergleichsdaten stiitzen den in dieser Arbeit festgestellten fehlenden Zusammenhang
zwischen dem prozentualen Anteil an CD34"-Blasten und dem zytogenetischen Risiko laut

IPSS-R.

4.3.5 Lymphozyten

Das Vorhandensein von Lymphozytenaggregaten ist ein regelmifliges Phinomen in der Be-
urteilung von Knochenmarksbiospien. Unterschieden wird die maligne Knochenmarksinfi-
Itration, beispielsweise durch ein Lymphom, von benignen Lymphozytenaggregaten, wie sie
auch in der vorliegenden Studie erfasst wurden (Thiele et al. 1999). In der Literatur gibt es
keine eindeutige Klarheit beztglich ihrer Bedeutung, jedoch zeigen sie eine Korrelation mit
bestimmten klinisch-pathologischen Charakteristika in gemischten Kollektiven genauso wie

beim MDS.
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Bei einer Untersuchung von 2474 Knochenmarksbiopsien wurden Lymphozytenaggregate
in 13,3 % der Fille gefunden. Sie waren héufiger bei Frauen, ilteren Patienten sowie be-
stimmten rheumatologischen und hidmatologischen Erkrankungen (theumatoide Arthritis,
systemischem Lupus erythematodes, Polycythaemia vera, Immunthrombozytopenie) zu be-
obachten Magalhaes et al. (2002) haben die Charakteristika von Lymphozytenaggregaten bei
MDS an einem Kollektiv von 206 Patienten untersucht. Die Patienten mit Lymphozytenag-
gregaten (24,7 % der Falle) zeigten ein niedrigeres Himoglobin, einen hoheren Neutrophi-
lenanteil sowie eine Faservermehrung. Insbesondere die letztere Erkenntnis fithrte die Au-
toren zu der Annahme, dass das Vorhandensein von Lymphozytenaggregaten kénne mit
einem gestorten Mikroklima im Knochenmark einhergehen, bedingt durch immunologische
Prozesse. In der Studie fand sich kein Einfluss der Lymphozytenaggregate auf die Prognose.
Eine Korrelation mit der Zytogenetik wurde nicht durchgefithrt. Ebenso wenig wurde bei
den Patienten ein erhohtes Risiko fur lymphoproliferative Erkrankungen festgestellt (Magal-
haes et al. 2002). Dies steht in Widerspruch zu einer friheren Studie an gesunden Patienten,
bei denen das Vorhandensein von benignen Lymphozytenaggregaten mit einem erhéhten
Risiko einherging (Faulkner-Jones et al. 1988). Moglicherweise haben Aggregate bei gesun-
den Menschen eine andere Bedeutung als beit MDS-Patienten. Das Vorhandensein von Lym-
phozyten bei MDS wurde in einer zytologischen Durchsicht von 3156 Patienten bestatigt. In
16 % der Fille wurden Lymphozyten und in 13 % Plasmazellen nachgewiesen. Eine Korre-
lation mit anderen klinischen Parametern, der Zytogenetik oder der Prognose wurde nicht
durchgefiithrt. Die Autoren ziehen als Begriindung fiir das vermehrte Auftreten der Lympho-
zyten ebenfalls entweder das Alter der Patienten oder ein gestortes Mikroklima im Knochen-

mark in Erwagung (Germing et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich lediglich im Regressionsmodell unter Einschluss der
Megakaryopoiese ein Trend beziiglich eines Einflusses der Lymphozyten auf das zytogene-
tische Risiko. Das Vorhandensein einer Hochrisiko-Zytogenetik kann man aus ithrem Nach-

weis, auch unter Einbezug der Literatur, somit nicht ableiten.

4.3.6 Dysgranulopoiese

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass fir die Reifungs- und Architektur-
storungen der Granulopoiese kein Zusammenhang mit dem IPSS-R besteht. Der in der Kor-
relationsanalyse festgestellte Zusammenhang zwischen quantitativen Veranderungen der
Granulopoiese wurde in der Regression bestitigt. Eine Vermehrung der Granulopoiese hat
einen protektiven Effekt auf das genetische Risiko. In der Literatur untersucht ein Grof3teil

der Studien die Relevanz von ALIP, sodass dieses Thema in dieser Arbeit in einem separaten
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Abschnitt besprochen wird. Andere Studien betrachten nur Teilaspekte der Bezichung zwi-

schen Granulopoiese, Genetik und Prognose.

Ein spezieller Zusammenhang wurde zwischen der Genetik (7p-Deletion) und der Dysgra-
nulopoiese in der zytologischen Morphologie (Pseudo-Pelger—Hiiet Hypolobulierung und
kleine Vakuolen der Neutrophilen) bei Therapie-assoziierten Neoplasien beschrieben. In ei-
ner Auswertung der Ergebnisse von 21 Patienten mit t-MDS sowie von 4 Patienten mit t-
AML (alle mit 7p-Deletion) konnte dies in 92 % der Fille beobachtet werden (Merlat et al.
1999).

Die meisten anderen Studien widmen sich dem Stellenwert der Dysgranulopoiese bei der
zytologischen Evaluation. In einer Publikation wurde die Notwendigkeit herausgestellt, re-
produzierbare Kriterien fiir eine dysplastische Granulopoiese laut WHO-Klassifikation zu
erarbeiten. Zu diesem Zweck wurden an 98 Fotos von Granulozyten in der Zytologie mini-
male diagnostische Kriterien erarbeitet. Eine Korrelation mit Genetik oder Prognose war
nicht erfolgt (Goasguen et al. 2014). Bei der Untersuchung des Diisseldorfer MDS-Registers
mit 3156 Patienten wurde in der univariaten Analyse ein Zusammenhang zwischen verschie-
denen zytologischen Kriterien und dem Gesamtiberleben festgestellt (Hyperplasie, Links-
verschiebung, Hypogranulierung, Pseudo-Pelger-Zellen), der jedoch unter Einschluss ande-
rer Kriterien (Blastenanteil, Genetik, LDH) nicht mehr nachzuweisen war. Eine Korrelation
dieser Parameter mit der Zytogenetik wurde nicht durchgefithrt (Germing et al. 2012). Im
Kollektiv von Della Porta et al. mit 1150 Patienten zur Bestimmung minimaler zytologischer
Kriterien bei MDS wurde ebenfalls die Granulopoiese betrachtet. Fiir den Gesamtscore dys-
plastischer Verinderungen (Myeloblasten, Auer-Stibchen, Pseudo-Pelger-Huet-Zellen, ab-
norme Nukleusform, neutrophile Hypogranulation) fand sich eine signifikante Korrelation
mit dem zytogenetischen Risiko laut dem MDS ¢ytogenetic scoring system (Della Porta et al. 2015).
Dies steht in teilweisem Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation, in
der sich fiir histologisch beobachtbare zellulire Verdnderungen (Linksverschiebung, Gr6-
Benvariabilitit) kein diesbeziiglicher Zusammenhang nachweisen lie3. Zudem konnte im Ge-
gensatz zu den Beobachtungen von Germing et al. (2012) fiir den Gesamtscore der zytolo-
gischen Veridnderungen der Granulopoiese bei Della Porta ein von anderen Einflussfaktoren

unabhingiger prognostischer Effekt ausgemacht werden (Hazard Ratio: 3,26; p < 0,001).

In einer neueren histologischen Studie wurde der Einfluss einer Expression von Amphoud
enhancer-binding factor 1 (LEF1) bei Patienten mit MDS untersucht (Pellagatti et al. 2009). Die
wichtige Funktion von LEF-1 in der Differenzierung granulozytirer Vorstufen war zuvor

bereits beschrieben worden, ebenso wie sein pathophysiologisch relevantes Fehlen bei



91

kongenitaler Neutropenie (Skokowa et al. 2000). Pellagatti et al. konnten an 122 MDS-
Patienten und 16 gesunden Kontrollen mit Hilfe eines Micro-Arrays zeigen, dass die LEF-1-
Genexpression mit zunehmendem Blastenanteil abnahm (Methodik beschreiben in Pellagatti
2006). Auch die doppelte Immunhistochemie von CD34/LEF-1, die fur insgesamt neun
Patienten (3 Kontrollen, 3 RA und 3 RAEB) durchgefiihrt wurde, wies eine abnehmende
Expression in hdherem WHO-Stadium auf. Ebenso konnte ein Einfluss auf das Uberleben
beobachtet werden, sodass die Autoren annahmen, dass es sich bei einer verminderten LEF-

1 Expression um einen Progressionsmarker handeln konnte.

In Bezug auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten quantitativen Verinderungen der
Granulopoiese konnte ein deutlicher protektiver Effekt einer Zellvermehrung auf das zyto-
genetische Risiko festgestellt werden (Odds Ratio 0,09; 95%-KI 0,02; 0,51). Dieser bestitigte
sich im vollen Regressionsmodell. Vergleichbare Daten wurden am ehesten von Mangi et al.
(1991) erhoben. Hier zeigte sich jedoch eine Subgruppe von Patienten mit ALIP und gra-
nulozytirer Hyperplasie, die im Gegensatz zu den in der vorliegenden Dissertation gemach-
ten Beobachtungen eine schlechtere Prognose hatte. Eine Korrelation mit dem genetischen

Risiko wurde von Mangi et al. nicht durchgefiihrt.

Insgesamt betrachtet kann festgehalten werden, dass wenige Vergleichsdaten hinsichtlich des
Zusammenhangs der Granulopoiese mit dem IPSS-R vorliegen. Diejenigen aus der zytolo-
gischen Beurteilung (Della Porta et al. 2015) widersprechen den in dieser Arbeit gemachten
Beobachtungen. Die prognostische Aussagekraft der Dysgranulopoiese ist ungeklirt. In Be-
zug auf die Diagnosestellung wurden in letzter Zeit einige Anstrengungen fiir eine Verein-

heitlichung der Kriterien unternommen (Goasguen et al. 2014, Della Porta et al. 2015).

4.3.6.1 ALIP

Die “abnormal localization of immature precursors” (ALIP) waren eines der ersten histopathologi-
schen Kiriterien, fir das eine prognostische Aussagekraft beztiglich MDS beschrieben wer-
den konnte. Tricot et al. (1984b) wiesen an einem Kollektiv von 40 Patienten bei der Anwe-
senheit von ALIP ein schlechteres Uberleben und eine héhere Rate von AMI.-
Transformationen nach. Dies war unabhingig vom zytologischen Subtyp (nach FAB-
Klassifikation) sowie der Zytogenetik (gemessen am Vorhandensein vs. nicht-Vorhanden-
sein von Aberrationen) (Tricot et al. 1984b). In diesem Kollektiv waren ALIP definiert als
Myeloblasten oder Promyelozyten, die sich zentral im Knochenmark und nicht mehr entlang
der Trabekel befinden. Sie kénnen entweder als Cluster (3-5 Zellen) oder Aggregate (> 5
Zellen) vorliegen. Liegen drei oder mehr dieser Cluster oder Aggregate in einem Priparat

vor, so wurde dieses als ALIP+ bezeichnet (Tricot et al. 1984a).
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Seit dieser erstmaligen Beschreibung wurde sowohl tber die genaue morphologische Defi-
nition als auch tGber den diagnostischen und prognostischen Wert von ALIP diskutiert. Di-
agnostisch wird das Erkennen dadurch erschwert, dass es dhnliche Aggregate aus erythro-
zytiren oder megakaryozytiren Vorstufen gibt, die von der eigentlichen ALIP der Gra-
nulopoiese schwer abzugrenzen sind. Mangi et al. versuchten mittels Immunhistochemie
mehr Sicherheit in der Unterscheidung von pseudo-ALIP und ALIP zu generieren (Mangi
et al. 1991; Mangi und Mufti 1992). In der Studie von Mangi und Mufti (1992) machten
pseudo-ALIP 55 % (8/14) der Fille aus. Die Verwendung von immunhistochemischen Mat-
kern konnte helfen, eine Gruppe von Patienten mit Hyperplasie von granulozytiren Vorstu-
fen und ALIP zu identifizieren, die eine schlechtere Prognose hatten, unabhingig von der
FAB-Klassifikation. Eine Korrelation mit zytogenetischen Verinderungen wurde nicht
durchgefithrt (Mangi und Mufti 1992). Grundsitzlich wird die Diagnostik von ALIP auch
dadurch erschwert, dass eine von den Trabekeln entfernte, "abnorme" Lokalisation in einem
zweidimensionalen Schnitt gar nicht mit letzter Sicherheit nachgewiesen werden kann
(Horny et al. 2007). Dies ist dadurch bedingt, dass die Trabekel knapp auBerhalb der Schnitt-
ebene des Priparates liegen kénnen und so eine mittig im Markraum befindliche frithe Gra-

nulopoiese vorgetduscht wird.

In einer Studie zur prognostischen Wertigkeit histopathologischer Kriterien mit 126 Patien-
ten mit MDS bestand bei 1207 erhobenen Biopsie-Daten in der ALIP-Kategorie die gréBte
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen zweier Untersucher (bei 17 % der Patienten). Auch
konnte kein prognostischer Einfluss einer ALIP nachgewiesen werden. Eine Korrelation mit
der Zytogenetik wurde nicht durchgefithrt (Rios et al. 1990). Auch in einer Studie zur Be-
stimmung von prognostisch relevanten histologischen Kriterien bei MDS mit 301 Patienten
wurde im Vergleich zu anderen Parametern (Fibrose, CD34"-Blasten, Zellularitit) eine
schlechte Urteiler-Ubereinstimmung festgestellt. Deswegen wurde dieser Parameter von der
weiteren Analyse ausgeschlossen (Della Porta et al. 2009). Im Gegensatz hierzu konnte in
einer Studie mit 184 Patienten gezeigt werden, dass durch das Vorhandensein von ALIP,
insbesondere innerhalb der Risikogruppen Low, INT-1 und INT-2 des IPSS-Gesamtscores,
zusitzliche prognostische Informationen gewonnen werden kénnen. Eine Korrelation zwi-
schen dem Vorkommen und dem zytogentischen IPSS-Subscore wurde nicht durchgefithrt

(Verburgh et al. 2003).

Ein weiteres diskutiertes Problem in der Diagnostik von ALIP ist, ab welcher Grof3e der
Zellansammlung eine prognostische Aussage gemacht werden kann. In einer Studie mit 106

MDS-Patienten wurde eine sich von Tricot et al. unterscheidende Einteilung der blastiren
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Infiltrate vorgenommen. Grofie Ansammlungen (> 6 Zellen) hatten einen signifikanten Ein-
fluss auf das Gesamtiiberleben, anders als diffuse (ohne Aggregation) oder Cluster (< 6 Zel-
len) (Lambertenghi-Deliliers et al. 1993). Nicht zuletzt mit dem Aufkommen der Immunbhis-
tochemie konnte festgestellt werden, dass die Anwesenheit von CD34"-Zellen sowie deren
Clusterbildung prognostisch ungtnstige Verldufe anzeigen (Oriani et al. 1996; Baur et al.
2000; Della Porta et al. 2009). Aufgrund der Ahnlichkeit von ALIP und CD34*-Clustern
wurde angeregt, letztere als reproduzierbareres Kriterium zu verwenden, um die urspringlich
fir ALIP beschriebene prognostische Einordnung vorzunehmen (Oriani et al. 1996; Lam-
bertenghi-Deliliers et al. 1998). Aus diesem Grund befiirworten aktuellere Empfehlungen
den Begtiff ,,abnormal mulitfocal acunlumulation (clustering) of CD34" percursor cells“ (AMA-CD34)
(Horny et al. 2007; Valent et al. 2007; Valent et al. 2010).

Insgesamt wurden hinsichtlich der Verwendung einer ALIP als diagnostischem Kriterium
tir MDS vielfiltige Probleme beschrieben. Diese reichen von der Abgrenzung von dhnlichen
morphologischen Strukturen (,,pseudo-ALIP*) tber die Feststellung einer prognostisch re-
levanten Grof3e der Aggregate bis zu einer schlechten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei
verschiedenen Untersuchern. Zu einem Zusammenhang zur Zytogenetik existieren keine ak-
tuellen Vergleichs-Daten. In der vorliegenden Studie konnte keine Korrelation mit dem
IPSS-R oder Laborparametern festgestellt werden. Ob ALIP eine von der Genetik unabhin-
gige Rolle fiir die Prognose spielen, ist entsprechend der widerspriichlichen Ergebnisse wei-
terhin offen. Wahrscheinlich wird die prognostische Aussagekraft durch die CD34-

Immunhistochemie besser und reproduzierbarer abgebildet.

4.3.7 Dyserythropoiese

Mit Hilfe der in der vorliegenden Studie erhobenen Parameter wurde kein Zusammenhang
zwischen Verinderungen der Erythropoiese (Makrozytose, Kerngrof3enschwankung, un-
scharfe Nester) und dem genetischen Risiko laut IPSS-R festgestellt. Insgesamt gibt es we-

nige Vergleichsdaten zu dieser Thematik.

In einer aktuellen Studie wurde nach zytomorphologischen diagnostischen Kriterien fir eine
Dyserythropoiese gesucht, indem Priparate von 109 MDS-Patienten mit solchen von 33 Pa-
tienten mit I'TP bzw. himolytischer Andmie verglichen wurden. Ein Einfluss dieser Parame-
ter auf die Prognose wurde nicht untersucht, ebenso wenig wie ein Zusammenhang zur Ge-
netik (Kawai et al. 2016). In einer Studie von Della Porta et al. (2015) zur Evaluation von
minimalen morphologischen Kriterien fir MDS mit 1150 Zytopenie-Patienten wurde auch

die Erythropoiese untersucht. Verschiedene erythrozytire Dysplasien waren bei Patienten
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mit MDS hiufiger vertreten als bei Patienten mit anderen Erkrankungen. Aulerdem wurden
die Verdnderungen der Erythropoiese mit dem MDS' ¢ytogenetic scoring system (Schanz et al.
2012) verglichen. Hierbei zeigte sich keine signifikante Korrelation (Della Porta et al. 2015).
Diese zytomorphologischen Daten stiitzen den in der vorliegenden Arbeit beobachteten,
fehlenden Zusammenhang zwischen genetischen Verinderungen und einer morphologisch

dysplastischen Erythropoiese.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich jedoch ein Zusammenhang zwischen Verinderungen
der Erythropoiese und den Laborparametern. So ging eine quantitative Steigerung der roten
Vorstufen im Knochenmark mit erhéhtem Himoglobin, Himatokrit sowie Erythrozyten-
zahlen einher. Es ist zu vermuten, dass es sich hierbei um eine kompensatorische Steigerung
handelt, die in dieser Form bei der Granulopoiese und der Megakaryopoiese nicht zu be-

obachten war.

4.3.8 Dysmegakaryopoiese

Morphologische Verinderungen der Megakaryopoiese sind in einer Vielzahl von Studien als
diagnostisch und prognostisch hilfreich bei der Untersuchung von Patienten mit MDS be-
schrieben worden. Angaben zu einem Zusammenhang mit dem genetischen Risiko sind al-

lerdings selten.

In einer Studie mit 126 Patienten mit MDS zur prognostischen Wertigkeit histopathologi-
scher Kriterien wurde das Vorhandensein einer Dysmegakaryopoiese als ungunstiger Ein-
flussfaktor beschrieben, unabhingig vom FAB-Stadium. Eine Korrelation mit genetischen
Analysen wurde nicht durchgefithrt (Rios et al. 1990). Thiele et al. (1991) waren in der Lage,
bei 40 Patienten anhand einer ausgeprigten Mikromegakaryozytose sowie einer Vermehrung
der Megakaryopoiese eine diagnostische Abgrenzung von normalem Knochenmark sowie
von der chronischen myeloischen Leukidmie (CML) durchzufiihren. Auch zeigte sich in die-
ser Studie der Vorteil einer CD61-Immunhistochemie: Pro mm® wurden so 69,9 Megakary-
ozyten statt 30,4 in der PAS-Firbung ausgezihlt. Eine Korrelation dieser histologischen Pa-
rameter mit der Zytogenetik oder der Prognose wurde nicht durchgefiihrt (Thiele et al. 1991).
Der diagnostische Nutzen der Immunhistochemie wurde in einer Serie mit 40 MDS-
Patienten und 10 gesunden Kontrollpatienten bestitigt: eine anhand der HE-Firbung fest-
gestellte Verminderung der Megakaryopoese musste nach Finsatz der Immunhistochemie
(CDO61) in eine Vermehrung revidiert werden. Ohne Verwendung dieser Technik werden
insbesondere mikrozytire Formen leicht tibersehen (Das et al. 2005). Die Anzahl der Meg-

akaryozyten wurde in der vorliegenden Studie anhand der CD61-Firbung ermittelt.
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In einem Vergleich von 12 gesunden und 12 an MDS erkrankten Patienten konnte nachge-
wiesen werden, dass die Kernanzahl in der Kontrollgruppe gleich war (16 Kerne bet allen
Kontroll-Patienten), wihrend sie bei den Patienten mit MDS erniedrigt war (10 Patienten
mit 8, und 2 mit 4 Kernen). Fine Korrelation mit zytogenetischen Verdnderungen wurde
nicht durchgefithrt (Kobayashi et al. 1991). Die Erkenntnisse wurden in einer Folgestudie
auf die Untersuchung von Mikromegakaryozyten angewendet. Es zeigte sich, dass diese so-
wohl bei gesunden als auch bei MDS-Patienten mit unterschiedlicher Ploidie vorkommen.
Die Anzahl der Kerne lag in der Kontrollgruppe durchweg bei 16 und in der MDS-Gruppe
bei 4 bzw. 8. Dies unterstreicht die Ausreifungsstorung bei MDS und die Bedeutung eines

gemeinsamen Vorliegens von Mikrozytose und verminderter Ploidie (Kobayashi et al. 1995).

Die differentialdiagnostische Aussagekraft der Megakaryopoiese wurde in einer Studie mit
201 Patienten mit unterschiedlichen himatologischen Erkrankungen (20 gesunde Kontrol-
len, 94 MDS, 29 MPS, 39 AA, 10 ITP, 9 CML) morphometrisch untersucht (Anzahl der
Zellen, Anordnung der Zellen, Nuleusgré3e, Nukleus-Plasma-Relation, Nukleus-Kontur-In-
dex). Ein fiir MDS typischer Phanotyp mit mikrozytiren und mononukleiren Megakaryozy-
ten konnte identifiziert werden, der differentialdiagnostische Aussagekraft besitzt. Eine Koz-
relation mit dem zytogenetischen Risiko wurde nicht durchgefiihrt (Ohshima et al. 1995).
Der diagnostische Wert der Dysmegakaryopoiese konnte auch von Li und Pu (2005) in einer
Studie mit 29 MDS-Patienten und 14 Gesunden (Kontrolle) nachgewiesen werden. Die Ver-
mehrung von Megakaryozyten und Mikromegakaryozyten war ein signifikantes Unterschei-
dungsmerkmal gegentber der Kontrollgruppe. Ebenfalls beschrieben wurde eine atypische
Verlagerung von Megakaryozyten an die Knochentrabekel. Eine Korrelation mit dem gene-

tischen Risiko oder der Prognose wurden nicht durchgefithrt (Li und Pu 2005).

In der bereits erwidhnten Studie mit 1150 Patienten zur Bestimmung minimaler diagnosti-
scher Kriterien bei MDS wurde die Megakaryopoiese zytologisch untersucht und mehrere
morphologische Parameter fiir die MDS-Diagnose eruiert (Della Porta et al. 2015). Von die-
sen zeigte keiner einen statistischen Zusammenhang mit dem MDS' ¢ytogenetic scoring system
(Schanz et al. 2012). Allerdings konnte unter Einschluss von Laborparametern, Blastenanteil,
demographischen Faktoren sowie der Zytogenetik ein unabhingiger Einfluss der Megakary-

opoiese auf das Uberleben festgestellt werden.

Ein morphologisches Kriterium der Megakaryopoiese, das in letzter Zeit einige Beachtung
erhalten hat, ist die Expression von CD34 in Megakaryozyten als Zeichen einer Differenzie-
rungsstorung. In einer Studie half die Bestimmung der CD34-Expression, MDS von anderen

neoplastischen Erkrankungen diagnostisch abzugrenzen (Pellegrini et al. 2000). In anderen
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Studien half dieses Kriterium nicht (Torlakovic et al. 2002) oder nur bei der Abgrenzung von
nicht-neoplastischen Verinderungen (Insuasti-Beltran et al. 2012). Unabhingig von der dif-
ferentialdiagnostischen Aussagekraft konnte bei einem Vorliegen dieser Verinderung bei
MDS ein Einfluss auf die Prognose und das genetische Risiko beobachtetet werden. In einer
Studie mit 202 Patienten mit MDS wurde eine "positive Gruppe", in der mehr als 20 % der
Megakaryozyten CD34 exprimieren, und eine "negative Gruppe" mit weniger als 20 % un-
terschieden (Tang et al. 2011). Ein signifikant hdufigeres Vorkommen von Aberrationen und
prognostisch ungtnstigen Verinderungen nach IPSS zeigte sich in der Gruppe mit CD34"-
Megakaryozyten. Ebenfalls nachgewiesen werden konnte ein vom IPSS-Gesamtscore unab-
hangiger Einfluss auf die Prognose mit einer Hazard Ratio von 2,53 bei CD34 - vs. CD34"-

Megakaryozyten auf das Gesamtuberleben.

Zusammenfassend zeigte sich die diagnostische und prognostische Wertigkeit einer morpho-
logischen Beurteilung der Megakaryopoiese. Beztiglich der Aussagekraft hinsichtlich einer
ungiinstigen Zytogenetik ergab sich unter Berticksichtigung der wenigen vorliegenden Ver-
gleichsdaten eine teilweise Ubereinstimmung. Fiir histologisch zu beurteilende zellulire Ver-
anderungen (Hypolobulierung, Mikrozytose) zeigten sich wie auch in den zytologischen Be-
urteilungen keine Zusammenhinge (Della Porta et al. 2015). Der in anderen Studien be-
schriebene Einfluss einer CD34-Expression konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nach-
gewiesen werden. Dies konnte daran liegen, dass bei der vorliegenden Dissertation eine
Gradeinteilung von 0 bis 3 verwendet wurde, in anderen Studien jedoch eine Unterteilung in
<wversus > 20 % Expression (Tang et al. 2011). Die in dieser Arbeit nachgewiesene Relevanz
einer Vermehrung von mikrozytiren Megakaryozyten wurde in anderen Arbeiten zwar als

nutzliches diagnostisches Kriterium anerkannt, aber nicht mit der Zytogenetik korreliert.

4.3.9 WHO-Klassifikation

In der vorliegenden Arbeit korrelierte der IPSS-R nicht mit der WHO-Klassifikation, weder
im Gesamt- noch im Score-Kollektiv. Dies scheint insofern eine iberraschende Erkenntnis
zu sein, als man annehmen kénnte, dass ein héheres Stadium laut WHO mit einem erhdhten
zytogenetischen Risiko einhergeht. Der Vergleich mit diesbeziliglich publizierten Ergebnis-

sen zeigte jedoch eine Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit.

Im Rahmen der Umstellung der FAB-Klassifikation auf die WHO-Klassifikation kam es zu
einer Aufteilung der RAEB Gruppe in RAEB-1 und RAEB-2. Dies haben einige Autoren
zum Anlass genommen, die beiden Gruppen in Bezug auf die zytogenetische Zusammenset-

zung zu untersuchen. Breccia et al. (2009) eruierten in einer Studie mit 228 Patienten
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verschiedene prognostische Faktoren, die sich fir RAEB-1 und RAEB-2 unterschieden. Bei
der Betrachtung der Zytogenetik zeigte sich ein signifikant haufigeres Auftreten von Ano-
malien, balancierten Translokationen und komplexen Karyotypen in der RAEB-2-Gruppe.
Die morphologische Diagnostik wurde anhand zytologischer Kriterien durchgefthrt. Limi-
tierend fiir eine Aussage iiber das genetische Risiko war, dass zwar die einzelnen zytogeneti-
schen Aberration, nicht aber das assoziierte Risiko verglichen wurde. So lag bei anderen Ab-
errationen, wie Trisomie 8 oder Deletion 7, kein signifikanter Unterschied vor (Breccia et al.

2009).

In einer dhnlich angelegten Studie mit 558 Patienten wurde verglichen, inwiefern sich die
Zytogenetik der RAEB-1- von der RAEB-2-Gruppe unterschied. Fir die WHO-
Klassifikation wurde die zytomorphologische Beurteilung verwendet. Bei der Untersuchung
hinsichtlich der Zytogenetik wurden aber sowohl die einzelnen Aberrationen als auch die
Risikogruppe nach IPSS verglichen. Hierbei ergab sich fir beide Einteilungen kein signifi-
kanter Unterscheid zwischen RAEB-1 und RAEB-2. Der von Breccia et al. beobachtete Un-
terschied in den normalen und multiplen Aberrationen lie3 sich nicht nachweisen (Germing

et al. 2006a).

In einer weiteren Studie von Germing et al. mit 1095 Patienten wurden alle WHO-Subtypen
im Hinblick auf ihren Einfluss auf die Prognose bei MDS untersucht. Bei der Beschreibung
der zytogenetischen Zusammensetzung des Kollektivs zeigte sich ein Unterschied zwischen
den WHO-Gruppen in Bezug auf den Anteil der Patienten mit nachweisbar abnormem Ka-
ryotyp (RCMD: 49 % vs. RAEB-1: 61 %, RAEB-2: 62 %). Ein leichter Unterschied zeigte
sich ebenfalls zwischen RCMD, RAEB1 und RAEB-2 in Bezug auf die zytogenetische Risi-
koverteilung nach IPSS (0 Punkte: 70 % vs. 62 % vs. 60 %; 0,5 Punkte: 14 % vs. 16 % vs. 15
%; 1 Punkt: 16 % vs. 25 % und 26 %). Eine statistische Testung dieser Daten auf Signifikanz
wurde nicht durchgefiihrt. Fir die Einteilung der morphologischen Kategorien wurde die
zytologische Untersuchung gewihlt (Germing et al. 2006b). Die weiterfiihrende statistische
Analyse der Daten aus dem oben genannten Diusseldorfer Kollektiv von Germing et al. er-
folgte an 595 Patienten im Rahmen einer spiteren Studie. Kein signifikanter Unterschied im
Anteil von Hoch-Risiko-Zytogenetik zeigte sich zwischen den WHO-Gruppen RCMD vs.
RCMD mit Ringsideroblasten, RAEB-1 vs. RAEB-2 sowie RCMD/RCMD mit
Ringsideroblasten vs. RAEB-1/RAEB-2. Signifikant war allerdings der Unterschied zwi-
schen RA/RARS vs. RCMD/RCMD mit Ringsideroblasten sowie vs. RAEB-1/RAEB-2
(Haase et al. 2007).
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Eine dhnliche Verteilung der Zytogenetik innerhalb der WHO-Subtypen wurde auch in an-
deren Ver6ffentlichungen beschrieben. In einer Studie mit 467 Patienten wurde ebenfalls die
prognostische Aussagekraft der WHO-Klassifikation getestet. Die zytogenetischen Subgrup-
pen nach IPSS wurden den zytologisch gestellten WHO-Diagnosen gegentibergestellt. Es
zeigte sich eine Aufteilung in der zytogenetischen Subgruppe "good" von 54 % zu 54 % zu
52 % fur RCMD (N = 80), RAEB-1 (N = 59) und RAEB-2 (N = 72). Fir die genetische
Risikogruppe "intermediate" war die Aufteilung 25 % zu 32 % zu 10 % und fiir "poor" 21 %
zu 14 % zu 38 %, respektive. Inwiefern diese Unterscheide signifikant waren, wurde nicht
getestet. Dem Augenschein nach scheint kein eindeutiger Trend fiir ein erhéhtes genetisches
Risiko in hoheren WHO-Gruppen zu bestehen. Eine giinstige Zytogenetik fand sich haufiger
in der WHO-Gruppe RA (N = 76) ("good": 62 %, "intermediate": 21 % und "poor": 17 %)
(Malcovati et al. 2005). Diese Verteilung wurde in einer aktuellen Studie mit 1150 Patienten
bestitigt. Nach dem IPSS war das genetische Risiko bei RCMD zu 64 % ,,good*, zu 23%
mintermediate® und zu 13 % ,,poor®, bei RAEB-1 analog dazu 65 %, 19 % und 16 % sowie
bei RAEB-2 58 %, 28 % und 14 %. Ob signifikante Unterschiede vorlagen, wurde nicht
analysiert. Ein signifikanter Unterschied koénnte sich vielleicht im Vergleich zur RCUD-
Gruppe mit einer Aufteilung von 84 %, 10 % und 6 % ergeben (Della Porta et al. 2015).

Zusammenfassend betrachtet bestitigte der Vergleich mit der bestehenden Literatur, dass es
wahrscheinlich keinen Zusammenhang zwischen dem genetischen Risiko und den WHO-
Subtypen MDS-MLD, MDS-EB-1 und MDS-EB-2 gibt. Nur fir den ginstigsten WHO-
Subtyp (MDS-SLD) scheint dieser zu bestehen. Wie bereits erldutert, ist dieser Subtyp einer
Diagnostik durch die histologische Morphologie jedoch nur schwer zuginglich.

4.3.10 Weitere histomorphologische Kriterien

In der Literatur werden weitere interessante histomorphologische Kriterien im Zusammen-
hang mit der Zytogenetik beschrieben, die in der vorliegenden Arbeit nicht in die Bewertung

einbezogen waren.

In einer Studie mit 288 Patienten wurde der Zusammenhang zwischen Eosinophilie/Baso-
philie und dem Gesamt-IPSS, dem zytogenetischem Risiko nach IPSS sowie dem Gesamt-
Gberleben untersucht. Es zeigte sich, dass ein Vorkommen von > 1 % Basophilen und > 5 %
Eonsinophilen signifikant mit einem erhéhten zytogenetischen Risiko nach IPSS und mit
einem erhéhten IPSS-Gesamtscore korreliert war. In der multivariaten Analyse zeigte sich
die Basophilie als unabhingiger Faktor fiir ein erhohtes Risiko einer Progression zur AML
(Matsushima 2003).
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Ein weiteres histomorphologisches Kriterium, das untersucht wurde, ist der Einfluss
CD271" mesenchymaler Stromazellen (MSZ). Es konnte belegt werden, dass deren Vermeh-
rung bei hohergradigem MDS (> 5 % Blasten) ein von IPSS-R, Transfusionsbedarf, t-MDS
und Fibrosegrad unabhingiger Prognosefaktor fiir das Uberleben war. Eine Korrelation mit
der zytogenetischen Risikogruppe nach IPSS-R wurde nicht durchgefiihrt. Die Aussagekraft
fir die Prognose zeigte sich bei einer quantitativen Analyse des Knochenmarks (mittels au-
tomatischer Bildanalyse) und qualitativer Beurteilung des Knochenmarks (mittels Einteilung

in einen von drei Schweregraden) (Johnson et al. 2014).

4.4 Pathophysiologisches Erklirungsmodell

Die Auswertung der histologischen Kriterien des MDS ergab, dass weder bei Reifungssto-
rungen (Makrozytose der Erythropoiese, Linksverschiebung der Granulopoiese, Hypolobu-
lierung und Mikrozytose der Megakaryopoiese) oder bei Verinderungen der Architektur
(ALIP der Granulopoiese, unscharfe Nester der Erythropoiese, Clusterbildung der Megaka-
ryozyten) ein verstarktes Auftreten einer Hochrisiko-Genetik zu erwarten ist. Vielmehr wa-
ren quantitative Verinderungen der Zellreihen sowie Storungen des Markraumstromas (Fib-
rose, Siderose) mogliche Pridiktoren. Ob diese Veranderungen Ursache oder Resultat eines

hohen genetischen Risikos waren, liel3 sich aus den vorhandenen Daten nicht ableiten.

In Bezug auf erstere Annahme wurde in aktuellen Studien vielfach der Einfluss des Mikro-
milieus bzw. der Stammzellnische fiir die Entstehung von MDS diskutiert. So konnten Blau
et al. (2007) bei MDS und AML in den Stromazellen zytogenetische Verinderungen nach-
weisen. Diese waren nicht klonal und unterschieden sich von den Aberrationen in den MDS-
Zellen desselben Patienten. Auch Lopez-Villar et al. (2009) konnten nicht-somatische Aber-
rationen in 39 Patienten mit MDS nachweisen und identifizierten in den mesenchymalen
Stromazellen (MSZ) eine Subgruppe von typischen Aberrationen beim 5g-Syndrom. In einer
aktuellen Studie wurde diese genetische Instabilitit der Stromazellen bei MDS bestitigt. In
34 % der Fille konnte eine Verinderung dokumentiert werden (Kouvidi et al. 2016). In einer
Folgestudie konnten Blau et al. ihre Ergebnisse ebenfalls bestitigen. In 16 % der MSZ lagen
genetische Verdnderungen vor (Blau et al. 2011). Interessanterweise konnte nachgewiesen
werden, dass bei Patienten mit und ohne Aberration in der MSZ zwar gleichhiufig zytoge-
netische Verdnderungen der himatopoietischen Zelle vorlagen, diese jedoch bei Patienten
mit genetischer Aberration der MSZ ausschlieBlich eine Hochrisiko-Zytogenetik fir MDS
bzw. AML darstellten. Dies legt nahe, dass eine Aberration in der MSZ mit einem erh6hten

genetischen Risiko fiir die himatopoietische Zelle einhergeht. Dies wiederum unterstiitzt die
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aus den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation abgeleitete Hypothese eines Zusammen-

hangs zwischen Verdnderungen des Stromas und einer Hoch-Risiko-Zytogenetik.

Abgesehen vom Nachweis genetischer Verinderungen in mesenchymalen Stromazellen
konnte anhand von Mausmodellen eine Induktion der Myelodysplasie durch eine verdnderte
Genetik in Bestandteilen des Mikromilieus gezeigt werden. Eine Deletion des Dicerl-Gens
in Miuse-Osteoprogenitorzellen fithrte zu dysplastischen Verinderungen der Himatopoiese
sowie zur Entstehung einer AML, was die Autoren als Zeichen einer ,,Nischen-induzierten
Onkogenese® werteten (Raaijmakers et al. 2010). Ebenfalls konnte die Rolle des Re-
tinoblastom Proteins (RB) in der Interaktion zwischen der himatopoietischen Stammzelle
und dem Stroma nachgewiesen werden, da dessen Deletion zu einer Myeloproliferation und

einer extramedulliren Hamatopoiese fithrte (Walkley et al. 2007).

Ebenfalls ein Stromafaktor, dessen Relevanz beziiglich des MDS gezeigt werden konnte, ist
eine vermehrte Angiogenese (Aguayo et al. 2000), auch wenn hierfiir keine prognostische
Aussagekraft nachzuweisen war (Lundberg et al. 20006). Beachtenswerter Weise zeigte sich
bei einer de-novo AML eine geringere Angiogenese als bei einer sekundiren AML nach MDS
(Keith et al. 2007).

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Dissertation konnten histologische Kriterien fiir ein erhéhtes geneti-
sches Risiko erarbeitet werden. Zukunftige Studien kénnten die genaue Quantifizierung die-
ses Zusammenhangs an grofleren, homogeneren Kollektiven vornehmen und die hier erar-
beiteten Befunde tiberpriifen. Férderlich wire der Ausschluss von Patienten mit t-MDS oder
von Patienten, die sich unter Therapie befinden. Ebenfalls kénnen die hier untersuchten
Kriterien auf ihre prognostische oder differentialdiagnostische Aussagekraft hin untersucht
werden. Insbesondere in Bezug auf die letztere Fragestellung ist interessant, inwiefern be-
stimmte Reifungs- und Architekturstérungen spezifisch fur MDS sind, oder ob sie auch
durch Noxen, Vitaminmangel oder andere himato-onkologische Erkrankungen verursacht
werden kénnen. Des Weiteren sind die in der vorliegenden Arbeit gesammelten Erkenntnisse
beziiglich der Betrachtung der pathophysiologischen Entstehung von MDS aus der Perspek-
tive der himatopoietischen Stammzellnische interessant. Ungeklirt ist weiterhin, ob struktu-
relle Verinderungen des Stromas Ursache oder Auswirkung der myelodysplastischen Verin-

derungen des Knochenmarks sind.
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5  Zusammenfassung

Beim myelodysplastischen Syndrom handelt es sich um eine komplexe heterogene Erkran-
kung. Sowohl das Stellen der Diagnose als auch die Bestimmung der Prognose ist in vielen
Fallen eine Herausforderung. Die vorliegende Dissertation hat anhand der Befunde und Da-
ten von 91 Patienten mit MDS untersucht, inwiefern sich die WHO-Klassifikation auf Basis
der Knochenmarkshistologie reproduzieren lisst und welchen pradiktiven Wert histopatho-

logische Kiriterien fiir das zytogenetische Risiko bei MDS besitzen.

Zuerst wurden die in der normalen pathologischen Diagnostik erhobenen histologischen
Kriterien evaluiert. In einem zweiten Schritt wurde ein Subkollektiv mit Patienten gebildet,
die mit hoher diagnostischer Sicherheit an einem MDS erkrankt waren (erhohter Blastenan-
teil, positive Zytogenetik). Die verschiedenen in den Gewebsproben dieser Patienten (N =
55) zu erkennenden Reifungs- und Architekturstorungen wurden anhand einer semi-quanti-
tativen Skala bewertet. Die WHO-Kategorien MDS-MLD, MDS-EB-1 sowie MDS-EB-2
konnten histologisch abgebildet werden. Histologische Kriterien wurden ermittelt, die mit
einem erhohten zytogenetischen Risiko laut IPSS-R einhergingen. Hierzu gehérten die Mark-
raumfibrose, eine starke Hyperzellularitit sowie eine Vermehrung von Megakaryozyten, wih-
rend der Finfluss einer Siderose des Markraums nicht eindeutig nachgewiesen werden
konnte. Keinen Einfluss hatten bestimmte zellulidre Verinderungen (Makrozytose und Kern-
groBenvariabilitit der Erythropoiese, Hypolobulierung, Mikrozytose und CD34-Expression
der Megakaryopoiese, Linksverschiebung und GréBenvariabilitit der Granulopoiese) oder
Architekturstérungen im Knochenmark (ALIP der Granulopoiese, unscharfe Nester der
Erythropoiese, Clusterbildung der Megakaryopoiese). Auch ein hoheres Stadium laut WHO-
Klassifikation ging nicht mit einem gesteigerten zytogenetischen Risiko einher. Eine ver-
mehrte Granulopoiese konnte als Indiz fir eine bessere Prognose nach IPSS-R gewertet

werden.

Die vorliegende Dissertation liefert einen Beitrag dazu, die Rolle der histopathologischen
Diagnostik im Zusammenspiel den verschiedenen Untersuchungsverfahren bet MDS zu ver-
orten. Ebenfalls ermoglicht sie, relevante histologische Kriterien fiir ein erhohtes zytogene-
tisches Risiko von irrelevanten zu unterscheiden. Zukinftige Studien sollten versuchen, den
Einfluss dieser Parameter an einem homogeneren, gréBeren Kollektiv genauer zu quantifi-
zieren. Ebenfalls kénnen die hier erarbeiteten Kriterien fiir prognostische oder (differential)-

diagnostische Fragestellungen genutzt werden.
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