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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Das myelodysplastische Syndrom (MDS) gilt als eine Erkrankung mit pathophysiologisch kom-
plexen Vorgingen sowie einer umfangreichen und interdisziplindren Diagnostik, welche vor
allem im hoéheren Alter auftritt. Das MDS ist eine heterogene klonale Erkrankung von himato-
poetischen Stammzellen (Janssen et al. 1989). Sowohl Hyperzellularitit und Zelldysplasie im
Knochenmark, als auch Mono-, Bi- oder Panzytopenien im peripheren Blut spiegeln die quali-

tativen und quantitativen Verdnderungen der Hamatopoese wieder.

Es wird angenommen, dass eine himatopoetische Stammzelle (HSZ) mit der Fihigkeit, sich in
Blutplittchen, Erythrozyten, Monozyten und Granulozyten zu differenzieren ursichlich betrof-
fen scheint, wobei die Verantwortung der ineffektiven Himatopoese der vermehrten Apoptose

reifer Knochenmarkzellen zugeschrieben wird (Pecci et al. 2003).

Im Rahmen dieser Dissertation werden die Strukturen (Microenvironment) bzw. die Immun-
zellen, die sich im Knochenmark von diesen Patienten befinden, unter die Lupe genommen,
um die diagnostisch sowie prognostisch relevanten Faktoren fiir die Therapie der Patienten zu
untersuchen. Im Folgeabschnitt werden sowohl die Hintergriinde, als auch die Zielsetzung der
Arbeit ausgefthrt. In der Einleitung wird zunichst die funktionelle Anatomie des Knochen-
marks beschrieben. AnschlieBend werden die Hintergriinde tiber die Entstehung, Untersuchung
und Behandlung des MDS erldutert.

1.1 Architektur vom Knochenmark und Microenvironment

Das adulte Knochenmark besteht aus den himatopoetischen Zellreihen, verschiedenen Antei-
len an Fettzellen, Osteoblasten, Knochentrabekeln sowie vaskuliren Komponenten. Das Kno-
chenmark befindet sich in den die Substantia spongiosa betreffenden Anteilen des Skeletts. Die
sogenannten Trabekel (aus mineralisiertem Kollagen bestehende Bilkchen) bilden die
schwammartige Grundstruktur spongioser Knochen. Zwischen den Trabekeln befinden sich

weitldufig die Ubrigen Knochenmarksbestandteile.

Das Parenchym ist sehr stark vaskulisiert. In ihm befinden sich in den zentralen Markrdumen
Strukturen aus weitlumigen Blutgefile. Das System ist als Schnittstelle zwischen vendésem und
arteriellem Gefil3system dhnlich derer von Kapillaren in anderen Geweben. Besonders ist dabei
jedoch, dass sich lumenseitig die Wand der Sinusoiden aus einem einreihigen, flachen Endothel,

einer nicht durchgingigen Basalmembran und aullen aus einer fragmentarischen Hille von
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Retikulum-Zellen zusammensetzt (Adventitia-Zellen). Die Sinusoide, als ein geschlossenes

funktionales System, stellen die Blut-Knochenmark-Schranke dar (Porwit et al. 2011).

Eine Fehlfunktion in diesem geschlossenen System (bspw. durch das Austreten von unreifen
Vorstufen in das periphere Blut) zahlt dabei als ein gemeinsames Merkmal vieler himatologi-

scher Erkrankungen. Dieses Merkmal trifft unter anderem auch auf das MDS zu.

Das Konzept des Microenvironments wurde erstmalig in 1978 durch Schofield vorgestellt.
Seine Theorie besagt, dass die hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen fiir thre Funk-

tion und Bedeutung an eine anatomische und regulatorische Umgebung gebunden sind

(Schofield 1978).

Das Knochenmark wird anhand des Microenvironments, das in Abbildung 1 dargestellt ist, in
zellulire und nicht-zellulire Elemente unterteilt. Unter den zelluliren Elementen werden die
himatopoetischen und nicht-himatopoetischen Zellen verstanden. Die himatopoetischen Zel-
len werden von den verschiedenen Reifungsstufen der weillen und roten Zellreihe und Megaka-
ryozyten, sowie T- und B-Zellen reprisentiert. Unter die nicht-hdmatopoetischen Zellen zihlen
die mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen (MSPZ), Osteoprogenitoren, Osteozyten,
Endothelzellen, Adipozyten, sympathische Nervenfasern und nicht-myelinisierte Schwannzel-
len. Zu den nicht-zelluliren Elementen gehoren die extrazellulire Matrix, Proteine wie Kol-

lagen, Fibronectin, Laminin und Hyaluronsdure (Schroeder et al. 2010).

Die himatopoetischen Stammzellen existieren innerhalb dieses komplexen und dynamischen
Microenvironments. Durch multiple zellulire und molekulare Interaktionen bzw. Regulationen
findet die Himatopoese unter physiologischen oder pathologischen Bedingungen statt. Fur die
Aufrechterhaltung der Himatopoese sind die Interaktionen zwischen HSZ, Progenitorzellen,
Mesenchymalzellen, Stromalzellen und Cytokine im Microenvironment von gro3er Bedeutung

(Rankin et al. 2015).

Die Kommunikation der HSZ und des Microevironments erfolgt durch sekretorische Faktoren,
wie Stammzellfaktor (SZF), Transforming growth Factor beta-1 (TGF-1), Platelet factor 4 (PF4 oder
CXCL4), Angio-Protein 1 (ANGPT1) und Thrombopoetin (TPO). Chemokine, Cytokine, sym-

pathische Nervenfasern und der Sauerstoffdruck spielen zusitzlich dazu eine wesentliche Rolle.
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Abbildung 1: Darstellung der HSZ-Nische im Microenvironment des Knochenmatks. HSZ: himatopoetische

stammzelle, MSPZ: mesenchymale Stamm- und Progenitorzelle, SZF: Stammzellfaktor, TGF-B1: Transforming

growth Factor- beta-1, CXCLA4: Platelet factor 4, EZM: extrazellulir Matrix, Nes: Nestin, LepR+: Leptin-Rezeptor,

CAR Zelle: CXCL12 abundant Retikularzelle, NG2: Neuron/glial Antigen 2, CXCR4: CXC-Motiv-Chemokinre-
zeptor 4, CXCL12: CXC-Motiv-Chemokin 12, Quelle: Modifiziert nach Schroeder et al. (2016)

1.2 Hamatopoese

Die Himatopoese, d.h. die Blutbildung, ist ein unentbehrlicher physiologischer Vorgang. Aus
der von Natur aus begrenzten Lebensdauer der unterschiedlichen Blutzellen (Thrombozyten,
Leukozyten, Erythrozyten) ergibt sich die Notwendigkeit der regelmiBligen Neubildung dieser,
was zusitzlich zur Sicherstellung einer ausreichenden Menge der genannten Zellen im Blutkreis-
lauf fithrt. Die Himatopoese findet bei Erwachsenen im Knochenmark statt. Als Grundlage fur
die Einschitzung von Proben mit MDS-Verdacht bilden Physiologie-Kenntnisse und die der
Anatomie eben jener gestorten Gewebeproben einen erheblichen Erfolgsfaktor. Diese Themen-

bereiche werden in den folgenden Abschnitten niher erldutert.

Die reifen und unreifen Stufen der Himatopoese befinden sich im Extravasalraum zwischen
den Sinusoiden und der Spongiosa des Knochens. Bei der Himatopoese und der Entwicklung
der Blutzellen herrscht eine Hierarchie. Die pluripotenten HSZ mit Selbsterneuerungs- und
Differenzierungsfahigkeit sind die Ausgangspunkte fiir die Himatopoese. Zu Beginn bilden sich

zwei grofe Gruppen von multipotenten Progenitorzellen: die common myeloid progenitor (CMP)-
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Zellen und die common lymphoid progenitor (CLP)-Zellen, welche in der Abbildung 2 dargestellt
sind (Porwit et al. 2011).

Im Verlauf entwickeln sich die CLP-Zellen zu T (Thymus)-, B (Bursa fabriciz)- und NK (natural
killer)-Zellen. Wihrend die T-Zellen frith in den Thymus auswandern, verbleiben und differen-
zieren die B-Zellen im Knochenmark. Die finale immunologische Ausreifung von T-Zellen fin-
det in lymphatischen peripheren Organen, wie Milz, Lymphknoten oder Mukosa-assoziiertem

lymphatischen Gewebe (MALT) statt.

Der Grof3teil der myeloischen Ausreifung findet jedoch im Knochenmark statt. Nach dem CMP
folgt die Granulozyten/Monozyten Progenitorzelle (GMP) und die Megakaryozyten/Erythro-
zyten Progenitorzelle (MEP). Aus der GMP entwickeln sich im Verlauf neutrophile, eosino-
phile, basophile, dendritische sowie monozytire Vorlduferstufen, welche zu den entsprechen-
den peripheren Blutzellen heranreifen. Aus der MEP-Zelle folgt die Entstehung der erythro-

zytire Blutreihe und der Megakaryozyten.

Die Sicherstellung der kontinuierlichen und an den Bedarf angepassten Versorgung mit Blut-
zellen wird folglich durch die Himatopoese gewihtleistet. Eine Uber- oder Unterversorgung an
Blutzellen hat indes umfangreiche Folgen, die den Sauerstofftransport und die Immunabwehr
negativ beeinflussen. Die Anzahl der Zellen zeigt unter physiologischen Bedingungen eine kon-
stante Menge. In Belastungssituationen, wie zum Beispiel wihrend einer Infektion, steigt die
Zellzahl in der Peripherie. Die Steuerung erfolgt abhingig vom Zelltyp durch eine Vielzahl von
Mechanismen. Dafiir spielen Hormone wie Erythropoetin und Thrombopoetin, die aus der Le-
ber und Niere stammen, sowie Zyto- und Chemokine, die sich im Knochenmark-Microenviron-
ment befinden, eine Rolle. Die Hauptregulatoren im Microenvironment sind granulocyte-colony-
stimulating factor (G-CSF) oder Interleukine, die von Fibrobelasten sowie Endothezellen gebildet

werden (Porwit et al. 2011).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Himatopoese

Dargestellt witd die Differenzierung der himatopoetischen Stammzellen zu ausgereiften Blutzellen. B-cell P, B-
Precursorzelle; CLP, gemeinsame lymphatische Progenitorzelle; CMP, gemeinsame myelotische Progenitor; GMP,
Granulozyten-Makrophagen Progenitorzelle; HSC, himatopoetische Stammszelle; MEP, Megakaryokyten-Eryth-
rozyten Progenitorzelle; T-cell P, T-Precursorzelle; TSP, Thymus-Progenitorzelle. Quelle: Modifiziert nach Porwit

ctal. (2011)

1.3 Myelodysplastisches Syndrom

Wie im Abschnitt 1.1 bereits erldutert, handelt es sich bei MDS um eine klonale Erkrankung der
HSZ, die durch Dysplasien von Blut- und Knochenmarkzellen mit himatopoetischer Insuffizi-
enz und erhohtem Risiko der Entwicklung einer akuten myeloischen Leukamie (AML) gekenn-
zeichnet ist (Glenthoj et al. 2016). Therapieassoziiertes MDS kann nach vorangegangener
Chemo- und/oder Strahlentherapie auftreten. In ca. 90 % der Fille lisst sich eine Noxe nicht
sicher nachweisen. Fur die Diagnostik von MDS sind Zytopenien eine “conditio sine qua non”
(Arber et al. 2016). In den meisten Fillen handelt es sich dabei um eine Anidmie, in manchen
Fillen zudem auch eine Bi- oder Panzytopenie. Oftmals zeigt sich das Knochenmark normo-
oder hyperzellulir, in etwa 10 % der Fille zeigt es sich hypozellulir. Dysplasiezeichen von einer
oder von mehreren Zellreihen sind dabei fir die Diagnose wegweisend. Fir eine MDS-Diag-
nose ist es unerlisslich, dass eindeutige Zeichen einer Dysplasie bei mindestens 10 % der Zellen

einer Reihe vorhanden sind (Arber et al. 2010).
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1.3.1 Epidemiologie

MDS zihlen mit einer Inzidenz von ca. 4-5/100.000 Einwohnern pro Jahr zu den hiufigsten
malignen himatologischen Erkrankungen. Im Alter von tiber 70 Jahren steigt die Inzidenz auf
>30/100.000 an. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei ungefihr 75 Jahren. Insgesamt sind

Frauen nicht so oft betroffen wie Manner (Neukirchen et al. 2011).

Die letzten Ergebnisse der National Cancer Institute Surveillance, Epidemiology, and End Results
(SEER) von 2007 bis 2011 haben gezeigt, dass die altersabhingige Inzidenz bei 4.9/100.000
Einwohner pro Jahr liegt. Die Rate bei den Patienten zwischen 65 bis 69 Jahren betrigt
13.5/100.000, und bei Patienten uber 85 Jahren liegt die Rate bei 63.6/100.000 (Cogle 2015).

Trotz dieser Daten ist die altersabhingige Inzidenz von MDS unterdiagnostiziert und genaue
Kennzahlen sind schwer zu erfassen. Viele Fille von MDS sind auf Grund der falschen Ein-
schitzung der Malignitit nicht im Krebsregister aufgenommen worden. Seit der 10. Version der
international Classification of Diseases (ICD-10) ist das MDS als eine Neoplasie eingestuft, was die
Aufklirung erleichterte (Cogle 2015).

1.3.2 Atiologie

Mehrere Einzelfaktoren, die allein oder in Kombination die Entwicklung eines MDS begtinsti-
gen sollen, sind bekannt. Unterschiedliche Faktoren wurden erkannt, welche eine Assoziation
mit der Erkrankung aufweisen, bzw. mit einem erhéhten Auftreten der Erkrankung verbunden
werden. Diese werden im Folgenden kurz beschrieben. Atiologisch werden primire Formen

der MDS von den sekundaren Formen unterschieden.

In der Mehrheit der Fille (90 %) treten MDS primir auf. Molekular finden sich hiutig numeri-
sche und strukturelle chromosomale wie Verluste der Chromosomen 5 und 7, und Punktmuta-
tionen in Genen des Splicingapparats, epigenetischen Regulatoren und Transkriptionsfaktoren.
In 90 % der Fille von MDS lisst sich mindestens eine der bekannten Mutationen nachweisen
(Haferlach et al. 2014). Diese sind allerdings nicht pathognomonisch und beweisen nicht allein
die Diagnose von MDS. Sie unterstreichen jedoch dessen klonalen Charakter. Andererseits sind
Verinderungen im Microenvironment ebenfalls eine Ursache fur die Entstehung von primiren
MDS. Immundysregulationen im Knochenmark und Stresssignale wie TNF und Fas, die zu
einer Apoptose im Knochenmark von Patienten mit MDS fithren, kénnen auch eine Rolle in

der Entstehung spielen (Glenthoj et al. 2010).
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Erworbene Risikofaktoren wie mutagene Faktoren (Radiochemotherapie, Zigarettenrauch, Ar-
beits- und Umweltgifte) oder Folgeerscheinungen bestehender Erkrankungen (rheumatischer
Formenkreis, aplastische Andmie, Adipositas) begtinstigen die Entstehung eines MDS. Im An-
schluss an Radio-, Chemo-, oder kombinierter Radiochemo- und Hochdosis-Chemotherapie

mit Stammzelltransplantation tritt MDS haufiger auf (Sekeres 2010).

AuBlerdem ist bei bestimmten Stammzellerkrankungen eine erhéhte Rate fiir MDS zu beobach-
ten. So ist z.B. im Zuge einer aplastischen Andmie eine erh6hte Rate festzustellen. In unter-
schiedlichen Studien lag die Progress-Rate bei 1,7 % bis 57 % (Afable et al. 2011). Ahnliches
wurde auch bei paroxysmaler néchtlicher Himaturie (PNH) und MDS festgestellt. Dabei war
bei ungefihr 20 % der Patienten mit MDS mit niedrigem Risiko das fiir PNH typische defekte
GPI-Ankerprotein nachgewiesen worden (Sugimori et al. 2009). Neben den assoziierten hima-
tologischen Erkrankungen wird durch umfangreiche epidemiologische Arbeiten eine Assozia-
tion fir das Vorkommen von MDS bei festgestellten Autoimmunerkrankungen (rheumatoide
Arthritis, Polymyalgia Rheumatica sowie pernizidse Animie) beobachtet. Die Studien ergaben

eine odds ratio (OR) von 1.5 bis 3.5 (Glenthoj et al. 2016; Anderson et al. 2009).

Ein weiterer nennenswerter Faktor ist das therapie-assoziierte MDS (therapy-related MDS). Dazu
gehoren Immunsupressiva wie Methotrexat, Azathioprin, oder Cyclophosphamid. Dies kénnte
eine Erklirung dafir sein, warum MDS gehduft bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen,

die sich unter immunsuppressiver Therapie befinden, auftritt (Anderson et al. 2009).

1.3.3 Pathogenese und Pathophysiologie

Wie es genau zu der Genese des myelodysplastischen Syndroms kommt, ist bislang nicht voll-
umfinglich ergriindet worden. In der jungeren Vergangenheit konnten dennoch verschiedene
Mechanismen aufgedeckt werden, die bei der Pathogenese beteiligt sind. So werden im Folgen-
den als Bestandteile der Genese von MDS die ineffektive Himatopoese, somatische Genmuta-
tionen, Haploinsuffizienz, das Immunsystem, Immunsystemmanipulationen durch Immunsup-
pressiva und das Microenvironment des Knochenmarks betrachtet. Bedeutend hierfiir sind die
Immunregulationen und die Immunzellen im Knochenmark, auf die nachstehend eingegangen

wird.

Die ineffektive Himatopoese gilt schon seit lingerem als zentraler Aspekt beim MDS. Die The-
orie besagt, dass die HSZ die Fihigkeit zur Ausdifferenzierung verlieren. Die HSZ zeigen eine
Verinderung im Nukleus und Zytoplasma. Aus diesen abnormalen Zellen entstehen keine

Tochterzellen und die HSZ sterben vermehrt ab (Apoptose) (Corey et al. 2007). Die
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mesenchymalen Stammzellen (MSZ), die normalerweise die CD34" HSZ funktionell und zyto-
genetisch bei der Himatopoese unterstiitzen, zeigen bei MDS auch eine gestérte Funktion
(Flores-Figueroa et al. 2012). Flores-Figueroa et al. konnten darstellen, dass die perivaskuliren
MSZ im Knochenmark von MDS Patienten vermehrt expandiert sind und zusatzlich Mediato-
ren wie CXCL12 ausschiitten. Dies fuhrt dazu, dass der physiologische Kontakt zwischen den
MSZ und den HSZ gestort ist.

Unter Haploinsuffizienz versteht man den Verlust eines Allels eines Gens, welcher zu einer
verminderten Gen-Expression fihrt (Ades et al. 2014). Bei MDS wird dabei zwischen verschie-
denen Formen wie del(5q), del(7q) oder del(20q) unterschieden. Die Relevanz von Haploinsuf-
fizienz bei MDS kann am Beispiel der del(5q) genauer erliutert werden. Eine Deletion von
Chromosom 5q wird in 15 % bei de novo und in 40 % beti therapy-related MDS gesehen (Thirman
and Larson 1996). Bei MDS sind zwei Hauptregionen an Chromosom 5q betroffen (5933 oder
5q31). Eine isolierte Deletion von 5q bei MDS Patienten wird als 5g-Syndrom bezeichnet, wel-
ches durch ein niedriges Risiko fiir einen AML-Ubergang gekennzeichnet ist. Dabei besteht ein
Verlust der Region 5q33. Diese Form zeigt eine bessere Prognose im Verlauf der Erkrankung
und ein hohes Ansprechen bei einer Therapie mit Lenalinomid. Dagegen sind grof3ere Verluste
auf Chromosom 5q, die sowohl 5q33 als auch 5q31 betreffen, mit einer schlechteren Prognose

assozilert (Li et al. 2017).

Somatische Genmutationen wie numerische, strukturelle und chromosomale Aberationen las-
sen sich bei 50 % der MDS Patienten nachweisen (Corey et al. 2007). Durch molekulargeneti-
sche Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es sich um Punktmutationen in Genen des
RNA-Splicingapparats  (SF3B7, SRSF2, ZRSR2, U2AFT), epigenetische Regulatoren
(DNMT3A, TET2, ASXI1.1, IDH1/2, EZH2) und Transkriptionsfaktoren (RUNXT7, TP53,
ETV6, NPM1, CEBP-alpha, GATAZ2) handelt. Punktmutationen im Splicingapparat und in epi-
genetischen Regulatoren machen den Grofiteil von Mutationen dieser Art aus (Kim et al. 2015;
Treppendahl et al. 2014). In 90 % der Fille von MDS lisst sich mindestens eine der bekannten
Mutationen nachweisen (Haferlach et al. 2014). Mutationen im Gen SF3B7 sind stark mit MDS
mit Ringsideroblasten assoziiert und zeigen eine gute Prognose. Dagegen sind Mutationen in
SRSF2und U2AFT mit MDS with multi lineage dysplasia (MDS-MI.D) und MDS mit Blastenexzess
(MDS-EB) assoziiert und werden gehduft bei Hoch-Risiko MDS beobachtet (Aslan et al. 2016).

Das Immunsystem und die Immundysregulation fir die Erklirung der MDS-Pathogenese wut-
den in den letzten Jahren intensiv diskutiert und untersucht. Apoptose ist das Markenzeichen
bei Niedrig-Risiko MDS und kann auf eine gestorte T-Zell-Reaktion und eine angeborene Im-

munaktivierung zurtickgefithrt werden (Gafian-Gémez et al. 2015). Die naiven CD3" T-Zellen
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zeigen bei MDS ein deutlich geringeres Proliferationspotential. Regulatorische CD4" T-Zellen
nehmen eine zentrale Rolle ein. Thnen obliegt physiologisch die Verhinderung einer tiberschie-
Benden immunologischen Reaktion (Autoimmunitit). Es wurde beobachtet, dass fiir das mye-
lodysplastische Syndrom mehrere negative Prognosefaktoren bei einer erh6hten Anzahl von
CD4" T-Zellen verbunden sind (Kordasti et al. 2007). Uber 90 % der MDS-Patienten besitzen
oligoklonale T-Zellen, die meistens aus dem malignen MDS-Klon stammen (Vercauteren et al.
2012). In-vitro Studien haben gezeigt, dass autologe T-Zellen sowohl die maligne als auch die
nicht-maligne Himatopoese hemmen. Dies kann durch CD8" T-Zellen vermittelt werden, die

an MHC-Klasse-1 Molekiile der HSZ binden (Abbildung 3).

Stammzelle

MSsz

MDS Stammzelle

Abbildung 3: Potenzielle Knochenmarksuppression durch T-Zellen. MSZ: mesenchymale Stammzelle, PD-L1:
programmed death ligand-1 Quelle: modifizierte Darstellung nach Glenthoj et al. (20106)

CD8" T-Zellen schiitten proinflammatorische Faktoren wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a und
Interferon-gamma (IFN)-y in das Knochenmark aus. Diese Zytokine kénnen im Microenviron-
ment des Knochenmarks sowohl die Himatopoese verhindern, als auch programmed death ligand 1
(PD-L7) auf Tumorzellen induzieren, wodurch die Tumor-Surveillance gehemmt wird. Norma-
lerweise unterdricken MSZ durch parakrine und zellulire Interaktion die Aktivierung von T-
Zellen im Knochenmark. Diese Mechanismen kénnen jedoch beim MDS austfallen (Yang et al.
2014; Medyouf et al. 2014). In letzter Zeit haben T-Zell-Suppressoren wie PD-L1 und T hmpho-
¢yte-associated antigen 4 (CT1.A4) in der Onkologie eine grof3e Aufmerksamkeit auf sich gezogen
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(Postow et al. 2015). Bei MDS scheinen diese allerdings eine aktive Rolle bei der Flucht vor der

Tumor-Surveillance und bei der Therapieresistenz zu spielen (Qrskov et al. 2015).

Wie der voranstehende Abschnitt zu den unterschiedlichen Faktoren der Pathogenese von MDS
beweist, sind diese Einflussfaktoren vielfiltig und schwierig einzuordnen, wenn die Prognose

oder die Therapie eines MDS-Patienten bestimmt werden sollen.

1.3.4 Klassifikation

Fir die Diagnostik und Prognose von MDS werden verschiedene Klassifikationen und Scores
verwendet. Um die Erkrankung einerseits richtig zu diagnostizieren und anderseits entspre-
chend der Subtypen des MDS mit effektiver Therapie zu behandeln, sind die aktuellen Klassi-
fikationen und Scores eine groB3e Hilfe. Nur so konnen die Patienten eine entsprechend vielver-

sprechende Therapie bekommen.

Zu den verschiedenen Klassifikationen fiir die Diagnosestellung gehéren die WHO- oder die
FAB-Klassifikation. Diese verwenden morphologische Faktoren. Fir die Prognoseschitzung

und zur Therapiestratifizierung werden IPSS oder WPSS angewandt.

1.3.4.1 Klassifikationssysteme zur Diagnosebestimmung

Bereits in den 1980er Jahren haben verschiedene franzosische, amerikanische und britische
Arzte und Wissenschaftler gemeinsam die sogenannte FAB-Klassifikation (fremch-american-bri-
#ish) entwickelt. Die Einteilung basiert vor allem auf dem Anteil unreifer Zellen (Blasten) im
Knochenmark. Bei gesunden Menschen liegt dieser bei unter 2 %, bei MDS zwischen 2 % und
19 %. Ab einem Blastenanteil von 20 % spricht man per Definition von einer akuten Leukdmie
(Bennett et al. 1976). Die tiberarbeitete FAB-Klassifikation von 1982 unterscheidet funf MDS-
Subtypen: Refraktire Animie (RA), Refraktire Andmie mit Ringsideroblasten (RARS), Refrak-
tire Andmie mit Blastentiberschuss (RAEB), Refraktire Andmie mit Blasteniiberschuss in
Transformation (RAEB-T) sowie Chronische myelomonozytire Leukimie (CMML) (Bennett
et al. 1982).

Im Jahr 2001 wurden mit Einfithrung der WHO-Klassifikation myeloider Neoplasien und aku-
ter Leukimie und ihren Uberarbeitungen von 2008 und 2016 verschiedene Anderungen umge-
setzt (Swerdlow et al. 2008; Arber et al. 2016). Die Zytopenie ist eine ,,unabdingbare Voraus-
setzung® fiir jede MDS-Diagnose. In vergangenen WHO-Klassifikationen (2001 und 2008) ent-
hielt die MDS-Nomenklatur Verweise auf ,,Zytopenien® oder auf bestimmte Zytopenie-Arten

(z.B. ,refraktire Andmie®). Die CMML ist der Gruppe myeloproliferativer/myelodysplastischer
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Neoplasien (MDS/MPS) zugeteilt worden. Die RAEB-T zugehorigen Patienten mit Blasten >
20 % werden heutzutage als AML eingestuft und die RAEB-Gruppe wird in zwei Subtypen
unterteilt (RAEB-1 und RAEB-2). Ebenso eingefithrt wurde die Gruppe der refractory ¢ytopenia
with multilineage dysplasia (RCMD) fir Betroffene mit dysplastischen Verinderung in zwei oder
mehr Reihen. Die Gruppe der Patienten mit dysplastischen Verinderungen in nur einer Zell-
reihe werden in die RCUD-Kategotie (refractory cytopenia with unilineage dysplasia) eingeordnet
(Swerdlow et al. 2008).

Die WHO-Klassifizierung aus dem Jahr 2016 stiitzt sich jedoch hauptsichlich auf den Grad der
Dysplasie und der Blasten fur die Klassifizierung von Krankheiten. Spezifische Zytopenien ha-
ben nur einen geringen Einfluss auf die MDS-Klassifizierung. Dartiber hinaus korrelieren die
Zellreihen, die eine signifikante morphologische Dysplasie aufweisen, haufig nicht mit der spe-
zifischen Zytopenie in den einzelnen MDS-Fillen. Aus diesen Griinden hat sich die Termino-
logie fur MDS bei Erwachsenen geindert. Begriffe wie ,,refraktire Andmie und ,,refraktire
Zytopenie“ wurden entfernt und durch ,,MDS mit ...%, gefolgt von den entsprechenden Modi-
fizierungsmitteln ersetzt: Dysplasie mit einer oder mehreren Zellreihen, Ringsideroblasten,
tibermaligen Blasten oder der del (5q) zytogenetischen Anomalie. 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. Es gibt keine Anderungen an MDS in der
Kindheit; die refraktire Zytopenie der Kindheit bleibt als vorldufige Entitit in dieser Kategorie
(Arber et al. 2016).

1.3.4.2 Klassifikationssysteme zur Prognosebestimmung

Der natiirliche Krankheitsverlauf und die Prognose von Patienten mit MDS hingt im Wesent-
lichen von krankheitsassoziierten Parametern wie der Anzahl der Knochenmarkblasten, der
chromosomalen Aberrationen und des Ausmal3es der himatopoetischen Insuffizienz sowie der
Zellumsatzrate (LDH) ab. Diese Parameter sind mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit und dem
Risiko des Krankheitsprogresses zur akuten Leukidmie assoziiert. Prognose-Scores, wie das
WHO Prognostic Scoring Systens (WPSS) und das International Prognostic Scoring Systems (IPSS), welche
am gebriuchlichsten sind, kombinieren Prognoseparameter mit dem Ziel, Niedrigrisiko-Patien-
ten, bei denen ein abwartendes Verhalten empfohlen ist, und Hochrisiko-Patienten, die soweit
moglich einer intensiveren Therapie einschlieBlich einer Blutstammzelltransplantation unterzo-
gen werden sollten, moglichst sicher zu identifizieren. Beim IPSS wurden beztglich der Prog-

nose folgende Kriterien miteinbezogen: die Karyotypanomalien, die himatopoetische
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Insuffizienz anhand der Anzahl an Zytopenien sowie der medullire Blastenanteil (Greenberg et
al. 1997). Aus diesen Ergebnissen wurden vier Risikogruppen (low, intermediate-1, intermediate-2
und high) abgeleitet. Greenberg et al. haben das IPSS im Jahr 2012 Gberarbeitet. Zu dem tber-
arbeiteten IPSS-R wurden keine neuen Kriterien hinzugefiigt. Vielmehr wurden die schon be-
stehende Kriterien in detaillierten Subtypen beschrieben (Tabelle 1). Dabei wurden die chro-
mosomalen Aberrationen in funf statt drei Risikokategorien eingeteilt, die Risikogruppen in Ab-
hingigkeit vom Blastenanteil (< 2 %, 3 bis 4 %, 5 bis 9 % und 10 bis 19 %) sowie anhand des
Ausmalles an Thrombozytopenie, Andmie und Granulozytopenie beschrieben (Greenberg et

al. 2012).

Tabelle 1: Kriterien des IPSS-R

Score 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Zytogenetisches Schr insti Intermed unginsti u: Ci}ilrrls-
Risiko glinstig B gunsty B ' & & %ig
Blastenanteil (%0) <2 - >2—<5 - 5-10 >10 -
Himoglobin
>10 - 8—<10 <8 - - -
[g/dI]

Plittchen (*10°/1) >100 50—<100 <50 - - - -

Neutrophile

10)) >0,8 <0.8 - - - - -

Quelle: Modifizierte Tabelle nach Greenberg et al. (2012)

Dartber hinaus hat das WPSS neue Erkenntnisse zu den Prognosevariablen geliefert, indem die
Abhingigkeit von roten Blutzellen und der zytogenetischen IPSS-Klassifikation sowie die dys-
plastischen Kategorien der WHO hinzugefiigt wurden. Im Vergleich zu den vier vom IPSS
definierten Gruppen konnte WPSS fiinf Risikogruppen (Tabelle 2) von MDS-Patienten mit un-
terschiedlichen Uberlebenschancen und AML-Risiko identifizieren. Die relevanteste Verbesse-
rung der Prognosefihigkeit wurde bei MDS ohne Blastenvermehrung beobachtet und war
hauptsichlich auf die starke Auswirkung der Beteiligung der Zellreihen und der Transfusions-
abhingigkeit zurtickzufiihren (Malcovati et al. 2007). WPSS konnte auch eine Gruppe von Pa-
tienten mit einem extrem schlechten Ergebnis identifizieren, obwohl der WHO-Grenzwert fiir

die Definition der AML niedriger war.
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Tabelle 2: Definition von WPSS

Score 0 1 2 3
IWHO-Subtyp RA/RARS/del(5q) RCMD/RCMD-RS RAEBI RAEB II
Karoytyp Risk niedrig Intermed. hoch -
(Transfusionsbedarf keine regelmafig - -

Quelle: Modifiziert nach Malcovati et al. (2007)

RA: Refraktire Animie, RARS: Refraktire Andmie mit Ringsideroblasten, 5q: MDS mit isolierter Deletion des
(59), RCMD: Refraktire Cytopenie mit multipler Dysplasie, RCMD-RS: Refraktire Cytopenie mit multipler Dys-
plasie und Ringsideroblasten RAEB I: Refraktire Animie mit Blasteniiberschuss Typ I, RAEB II: Refraktire
Andmie mit Blasteniiberschuss Typ II

1.3.5 Klinik

Patienten mit MDS zeigen, je nachdem wie viele Zellreihen (Mono-, Bi- oder Panzytopenie)
befallen sind, unspezifische Symptome. Eine Animie verursacht Mudigkeit, geringere Belast-
barkeit und Mangel an Konzentration. Eine Neutropenie fihrt zu Infektionen, wihrend eine
Thrombozytopenie vermehrte Neigung zur Blutung bedingt. Faktoren wie das Alter und ex-
terne Einflisse konnen anamnestisch erfasst werden und den Verdacht auf MDS verstirken.

Ein Niedrig-Risiko MDS wird meistens zufillig wihrend einer Routineuntersuchung erkannt.

1.3.6 Diagnostik

Fir die eindeutige Diagnose von MDS sind umfangreiche Untersuchungen von Blut und Kno-
chenmark notwendig, um Dysplasiezeichen zu identifizieren und den Anteil monozytirer Zel-
len und der Ringsideroblasten zu ermitteln. Zytomorphologisch sollte zudem eine mdéglichst
exakte Bestimmung des Blastengehalts im Knochenmark und im peripheren Blut erfolgen. Un-
ter Berticksichtigung der Vorgaben des IPSS-R (Greenberg et al. 2012) ist eine exakte Angabe
des Blastenanteils im Knochenmark unter prognostischen Gesichtspunkten nétig. Eine Fest-
stellung von Mono-, Bi- oder Panzytopenie im peripheren Blut in Verbindung mit dem Blas-
tengehalt im Knochenmark geben Hinweise auf ein myelodysplastisches Syndrom. Insbeson-
dere zytogenetische Verinderungen bestitigen oftmals die MDS-Diagnose, da diese bei mehr
als der Hilfte der MDS-Patienten festgestellt werden konnen (Corey et al. 2007). Daneben kén-

nen bei Patienten mit Verdacht auf MDS und normalem Karyotyp zusitzliche molekulare
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Analysen mit dem sogenannten Next Generation Sequencing (NGS) hilfreich sein, um einerseits
den klonalen Charakter der Erkrankung zu zeigen und anderseits eine therapeutische Konse-
quenz aus den gewonnenen Erkenntnissen zu ziehen (Arber et al. 2016). Die Bestimmung von

LDH, Ferritin und endogenem Erythropoetinspiegel komplettiert die Basisdiagnostik.

Da sich die verschiedenen Formen von MDS deutlich in ihrem Krankheitsverlauf, der Prognose
und dem Ansprechen auf verschiedene Therapien unterscheiden, sind sichere Diagnostikme-

thoden entscheidend, um einen geeigneten Plan fiir die Behandlung zu entwickeln.

1.3.7 Therapie

Die Behandlung von MDS basiert auf Erwartungen hinsichtlich der Vertriglichkeit der Thera-
pie, der Lebensqualitit sowie der Risiken, die durch die Krankheit selbst auferlegt werden (List
et al. 2004). MDS bietet eine Reihe von Behandlungsoptionen, um Symptome zu lindern, die
Lebensqualitit zu verbessern und das Ubetleben zu sichern. Die Palette an Therapiemdglich-
keiten gewihrleistet eine eigenstindige Anpassung der Behandlung an die individuellen Ziele.
Die Therapieziele sind auf die von den IPSS definierte Risikokategorie, die MDS-Subtypen, das
Alter und den Leistungsstatus abgestimmt. Die Therapie sollte anhand dieser Ziele optimiert
werden. Denn dies bestimmt die Wahrscheinlichkeit, ob eine Behandlung vom Patienten tole-
riert wird. Die Lebensqualitit spielt bei jeder Behandlungsentscheidung eine wichtige Rolle und
sollte bei der Diskussion von Optionen mit dem Patienten stark gewichtet werden. Bei MDS
mit geringerem Risiko, bei dem das Ziel darin besteht, die Transfusionsabhingigkeit zu redu-
zieren, die Lebensqualitit zu verbessern und das Fortschreiten der Krankheit zu verzégern,
umfassen mogliche Behandlungen Wachstumsfaktorunterstiitzung, immunsuppressive Thera-
pie und Hypomethylierungsmittel. Neuere Substanzen wie Luspatercept kénnen der ineffekti-
ven Erythropoese und dem zugrundeliegenden Erythrozyten-Reifungs-Defekt entgegenwirken
und dadurch die Ausreifung funktionstahiger Erythrozyten fordern. Luspatercept wirkt als
TGF-B-Ligandenfalle und Erythrozyten-Reifungs-Aktivator in der spiten Phase der Erythro-
poese (Suragani et al. 2014).

In der Untergruppe der Patienten mit symptomatischer Andmie und del (5q)-Anomalie mit oder
ohne andere zytogenetische Auffilligkeiten ist Lenalidomid jedoch die erste Therapie der Wahl.
Bei MDS mit hoherem Risiko, bei dem es darum geht, das Uberleben sicherzustellen bzw. zu
verlingern, bleibt die HSCT die einzige potenziell kurative Therapie. Fir die Mehrheit der Pa-
tienten, bei denen die HSCT nicht méglich ist, ist Azacitidin die einzige Behandlung, die das
Uberleben im Vergleich zur symptomatischen Behandlung sicherstellen und vetlingern kann

(Lyons 2012).
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1.4 Immuno-Score Klassifikation fiir maligne Tumoren

Krebserkrankungen sind komplexe und dynamische Krankheiten, die fur klinische Zwecke
durch formale Begriffe beschrieben und eingeordnet werden kénnen. Das gingigste System zur
Klassifizierung des Ausmalles der Ausbreitung von Krebserkrankungen ist die TNM-Klassifi-
kation des American Joint Committee on Cancer/ Union Internationale Contre le Cancer (AJCC / UICC).
Die TNM-Klassifikation wird seit tiber 80 Jahren verwendet und ist fiir die Abschitzung der
Prognose bei verschiedenen Krebsarten von Nutzen (Weitz et al. 2005). Das System wird in
klinischen Studien fiir die Einordnung von Patientendaten und in Krebsregistern fur verschie-
dene Vergleiche auf internationaler Ebene verwendet. Dieses TNM-Staging-System hat sich
zwar bewihrt, bietet jedoch oft unvollstindige Prognoseinformationen. Die klinischen Ergeb-
nisse konnen bei Patienten im gleichen histologischen Tumorstadium signifikant variieren
(Nagtegaal et al. 2011). Die Vorhersagegenauigkeit des herkémmlichen Staging-Systems beruht
auf der Annahme, dass das Fortschreiten der Erkrankung ein tumorzellautonomer Prozess ist.
Der Fokus dieser Klassifikation liegt ausschlieBlich auf den Tumorzellen und kann die Auswir-

kungen der Immunantwort des Wirts nicht berticksichtigen (Bindea et al. 2010).

Die TNM-Klassifikation wurde in der multivariaten Analyse niemals durch alternative Metho-
den wie Immunhistochemie fiir Tumormarker, Durchflusszytometrie zur Bestimmung des
DNA-Gebhalts, molekulare Signaturen oder genetische Merkmale ersetzt. Es konnte jedoch ge-
zeigt werden, dass die Analyse einer bestimmten Art intratumoraler Immunreaktion die Genau-
igkeit der TNM-Klassifizierung in multivariaten Analysen tbertraf (Galon et al. 2006; Mlecnik
et al. 2011). Daher muss die Tumorprogression als Ergebnis einer Kompetition zwischen dem
invasiven Tumorprozess und einem Abwehrsystem betrachtet werden, dessen Hauptkompo-

nente durch die Immunantwort des Wirts gebildet wird.

Die moderne Klassifikation von Tumoren basiert auf der Erkennung von Krankheitsentititen,
die durch morphologische, phinotypische und genetische Marker gekennzeichnet sind. Jedes
gewihlte Klassifizierungssystem muss zuverldssig, reproduzierbar, klinisch relevant und biolo-
gisch sinnvoll sein. Viele moglicherweise hinderliche Themen und Risiken mussen dabei be-

ricksichtigt werden.

Erstens ist festzustellen, dass in ,,Tumorgebieten® das unvermeidliche Vorhandensein von
nicht-neoplastischen Zellen (einschlieBlich Immunzellen) dazu fithrt, dass es sich bei der DNA
(oder RNA) aus dem Tumorgebiet nicht um ,,reine® DNA (oder RNA) aus neoplastischen Zel-
len handelt. Diese "Verunreinigungen", die oft mehr als 50 % der Nicht-Tumorzellen ausma-

chen, kénnen tatsichlich eine tiefgreifende biologische Bedeutung haben. Der Grad der



1 Einleitung 16

Infiltration von Immunzellen kann die Ergebnisse eines molekularen Tumorassays beeinflussen.
Wichtiger aber ist die Erkenntnis, dass das Immuninifiltrat den Tumor auch (z.B. epigenetisch)

modifizieren und somit sein klinisches Verhalten verandern kann.

Eine genaue Charakterisierung spezifischer tumorinfiltrierender Zellen erfordert die Verwen-
dung moderner immunhistochemischer oder durchflusszytometrischer Multiplex-Techniken,
um die Anwesenheit und Lokalisierung von spezifischen Antigenen, die durch Teilmengen von
Immunzellen exprimiert werden, im Gewebe nachzuweisen. Zum Beispiel sind Lymphozyten
mit gegensitzlichen Aufgaben oder Funktionen, wie CD4" T-Zellen mit Th1-Otientierung ge-
gen Th2-Orientierung gegen Immunzellen mit regulatorischen Funktionen, ohne einen geeig-
neten Marker nicht unterscheidbar und erfordern Antikérper-Markierung durch Immunhisto-

chemie.

Drittens ist bekannt, dass Immunzellen im Zentrum des Tumors (CT) und an der Invasions-
tront (IM) unterschiedlich verteilt sind und sich funktionell unterscheiden. Eine statistisch sig-
nifikante Korrelation zwischen der Immunzelldichte in jeder Tumorregion (CT und IM) und

dem Patientenergebnis konnte bei Darmkrebs gezeigt werden (Galon et al. 2000).

Viertens miissen objektive Methoden zur Quantifizierung von Immunzellen entwickelt werden,
um die Subjektivitit der Feldauswahl und die ungenaue Bewertung zu beseitigen. Finftens gilt
die Heterogenitit eines Tumors fur Tumorzellen, aber auch fiir das Microenvironment. Sechs-
tens missen geeignete Marker ausgewihlt werden. Sie sollten robust und gut etabliert sein und
einen hohen Vorhersagewert haben. Ein Grofiteil der zeitgendssischen Literatur zu der Thema-
tik (Mlecnik et al. 2011; Galon et al. 2000) stitzt die Hypothese, dass die Krebsentwicklung
durch das Immunsystem des Wirts beeinflusst wird. Dies kann aussagekriftige Prognoseinfor-
mationen bieten und die klinische Entscheidungsfindung hinsichtlich der Notwendigkeit einer
systemischen Therapie etleichtern (Bindea et al. 2010). Zahlreiche Daten legen nahe, dass
CD3"/CD8" und CD45RO" Zellen eine Rolle bei der Immunteaktion gegen Tumore spielen

(Galon et al. 2014).

Eine durchgefithrte Meta-Analyse konnte die Auswirkungen von Immunzellen, darunter B-Zel-
len, NK-Zellen, Makrophagen und alle Subtypen von T-Zellen, als Ergebnis aus mehr als 120
veroffentlichten Artikeln zusammenfassen. Der Einfluss des Immuninfiltrats mit dem zytoto-
xischen und Gedichtnis-T-Zell-Phinotyp wurde bei Krebserkrankungen an verschiedenen ana-
tomischen Stellen nachgewiesen. Dazu gehéren kolorektale Karzinome, aber auch maligne Me-
lanome, Bronchial-, Magen-, Osophagus-, Kopf und Hals-, Mamma-, Blasen-, Urothel-, Ova-

rial-, Endometrium-, Prostata-, Pankreas-, Merkelzell-, Hepatozellulire Karzinome sowie
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Medulloblastome. An dieser Stelle ist es wichtig festzuhalten, dass die Implikationen dieses Im-
munphinotyps fiir viele verschiedene Malignome gelten, zum Beispiel Adenokarzinome, Plat-
tenepithelkarzinome, grof3zellige Karzinome und Melanome (Fridman et al. 2012). Insgesamt
zeigen die Publikationen, dass eine genaue Analyse der Immunkomponente der Tumormikro-
milieus durch computergestiitzte Analysen zu verbesserten Aussagen zum Tumorverlauf und
damit zu Verinderungen im Patientenmanagement fihren kénnen. Daher kann eine genaue
Analyse der Tumormikroumgebung durch Pathologen fir die zukiinftige klinische Implemen-
tierung und ein besseres Patientenmanagement unerlisslich sein. Ein Fachwissen auf diesem
neuen aufstrebenden Gebiet ist nun erforderlich, um es in die klinische Praxis umzusetzen.
Der Immuno-Score reicht von Immuno-Score 0 (I0) bis zu Immuno-Score 4 (I4) (Abbildung 4).
Wie in den Tabellen 3 und 4 dargestellt, ist der Immuno-Score abhingig von der Immunzellin-
filtration und der Dichte an T-Zell-Populationen (CD3" und CD8") im Tumotzentrum, core of
the tumour (CT), sowie in der Invasionsfront, zwasive margin (IM). Wihrend Regionen mit niedri-
ger Dichte an den beiden T-Zell-Populationen in CT und IM (in der Tabelle als ,,L.o* bezeich-
net) ein geringer Immuno-Score 0 (10) zugeschrieben wird, resultieren dagegen hohere Dichten
an T-Zellen (s. Tabelle ,,Hi®) in beiden Regionen in einem Immuno-Score 4 (I4). Weiterhin
wurden die Immuno-Scores 1, 2, 3 (I1, 12, 14) in eine heterogene Gruppe (s. Tabelle ,,Htg®)
unterteilt, die eine Region mit einer hoheren Dichte an CD3" oder CD8" (I1), 2 Regionen (12)
oder 3 Regionen (3I) beschreibt (Kirilovsky et al. 2016).
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Tabelle 3: Erstellung des Immuno-Score anhand der Immunzellinfiltration

Lokalisation Immunzellinfiltration Score
CD3+ CD8+
CT Hi oder Lo Hi oder Lo 0,1 oder 2
M Hi oder Lo Hi oder Lo 0,1 oder 2
Immuno-Scotre 0,1, 2,3 oder 4

Quelle: Modifiziert nach Galon et al. (2014)
CT: ,,core of the tumonr” (dt. Tumorzentrum), IM: “Znvasive margin” (dt. Invasionsfront), Hi: “High” (dt. hohe Zell-
dichte), Lo: ,,Low (dt. geringe Zelldichte).

Tabelle 4: Vereinfachte Darstellung des Immuno-Scores

Einteilung Scores Immuno- Beschreibung
Score

HiHi 2+2 14 Hohe Dichte an T-Lymphozyten in CT und IM
0+1

Hig 0+2 11, 12 oder I3 Hohe Dichte an T—Lyrnphpzyten in einer der beiden Re-
1+1 gionen
1+2

LolLo 0+0 10 Geringe Dichte an T-Lymphozyten in CT und IM

Quelle: eigene Darstellung nach Kirilovsky et al. (2016)
CT: ,,core of the tumonr” (dt. Tumorzentrum), IM: “invasive margin” (dt. Invasionstront), HiHi: “High-
High” (dt. hohe Zelldichte an CD3" und CD8*), LoLo: ,,Low-Lon/ (dt. geringe Zelldichte an CD3" und
CD8"), Htg: ,, beterogeneous™ (dt. heterogene Verteilung).

In einer Arbeit von Pages et al. (2009) erwies sich der Immuno-Score bei Kolorektalkarzinom-
Patienten mit nodal-negativem lokalisiertem Darmkrebs als sehr effektiv. Die Behandlung die-
ser Patienten besteht in der Regel nur aus einer operativen Entfernung des Tumors. Etwa 25 %
dieser Patienten haben jedoch ein Fernrezidiv ihrer Erkrankung, was darauf hinweist, dass zum
Zeitpunkt der kurativen Operation bereits okkulte Metastasen vorhanden waren. Diese Sub-
gruppe wurde durch etablierte Parameter (Staging etc.) bislang nicht erfasst. Der Immuno-Score
(D-Ansatz (mit einer Aufzihlung von CD8" - und CD45RO" -Zellen im CT und IM) wurde auf
zwei grof3e unabhingige Kohorten (n = 602) angewendet. Nur 4,8 % der Patienten mit hohem
14 erlitten nach 5 Jahren einen Riickfall und 86,2 % lebten zu diesem Zeitpunkt noch. Im Ge-

gensatz dazu hatten 72 % der Patienten mit einer niedrigen Punktzahl (I0 und I1) ein
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Tumorrezidiv und nur 27,5 % waren nach fiinf Jahren noch am Leben. Diese 10- und I1-Pati-
enten hitten moglicherweise von einer adjuvanten Therapie profitieren kénnen, wenn der Im-

muno-Score in das Tumor-Staging integriert worden wire.

Gegenwirtige immunhistochemische Technologien erméglichen die Anwendung solcher Ana-
lysen in der routinemiBigen diagnostischen Pathologie. Angesichts des wahrscheinlich univer-
sellen Charakters der Immunkontrolle von Tumoren ist es daher fur Patienten unerlisslich, den
Immunparameter als prognostischen Faktor zu beriicksichtigen und den Immuno-Score als Be-

standteil der Krebsklassifizierung einzufithren (Galon et al. 2014).

Tumorregion (CT & IM) Immunhistochemie Immunoscore (CT+IM)
CcD3 DO 4
cs QDODO B
OODOO »2
Digitale Pathologie DOOO N
Quantifizierung O O OO
(Zell / mm?2)

TPV IITT

Abbildung 4: Definition und Methodologie des Immuno-Scotes

Definition (oben), braun gefirbte CD3* T-Zellen bei kolotektalen Karzinomen (unten). CT: ,,core of the tumonr’
(dt. Tumorzentrum), IM: “Znvasive margin” (dt. Invasionsfront), Hi: “High” (dt. hohe Zelldichte) Quelle:
Eigene Darstellung nach Galon et al. (2014)
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1.5 Fragestellung

Bei myelodysplastischen Syndromen (MDS) handelt es sich um eine klinisch vielfiltige Gruppe
neoplastischer Erkrankungen des Knochenmarks, die durch eine Proliferation von dysplasti-
schen und dysfunktionellen Knochenmarkszellen gekennzeichnet sind, was zu einer beeintrich-
tigten Produktion myeloischer Zellen fithrt (Swerdlow et al. 2008). Neben den neoplastischen
Vortldufern der myeloischen, erythroiden und megakaryozytiren Zellreihen gibt es viele andere
Zelltypen im Knochenmark, die eine Assoziation mit dem MDS zeigen. Zum Beispiel infiltrie-
ren Lymphozyten das Knochenmark (intratumorale Lymphozyten (ITL). Es ist bekannt, dass
ITLs bei MDS heterogene "Infiltrationsmustet” in Bezug auf ihre raumliche Verteilung und
Menge aufweisen, was ein Hinweis auf unterschiedliche Reaktionen der immunmodulatorischen
Therapie verschiedener MDS-Subtypen sein kénnte (Fozza und Longinotti 2012). Allerdings
tehlen Instrumente, um I'TL-Infiltrationsmuster im Knochenmark zu klassifizieren und quanti-
fizieren, so dass diese nicht als Biomarker mit klinischer Anwendbarkeit bei MDS-Patienten
getestet werden konnen, die fir eine immunmodulatorische Behandlung in Betracht gezogen
werden. Dartiber hinaus stellen Diagnostik, Prognosebestimmung und Therapieplanung in vie-
len Fillen eine Herausforderung dar. Die histopathologische Beurteilung einer Biopsie des Kno-
chenmarks ist in der interdiszipliniren diagnostischen und prognostischen Analyse ein Teilas-
pekt. Der von der franzdsischen Arbeitsgruppe Galon et al. (2014) etablierte Immuno-Score
stellt bereits jetzt eine sichere Alternative zu iiblichen Methoden bei der Klassifikation kolorek-

taler Karzinome datr.
In dieser Dissertation sollten daher die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Kann der urspriinglich fiir kolorektale Karzinome entwickelte Score auch auf Knochen-

marksbiopsien angewendet werden?
2. Kann die Anwendung des Immuno-Score bei MDS Vorhersagen zur Prognose erméglichen?
3. Inwiefern beeinflussen die Ergebnisse des Immuno-Score die Therapie?

4. Lassen sich durch die Ergebnisse des Immuno-Score genauere Aussagen zur Pathogenese

treffen?
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2 Material und Methode

2.1 Patientendaten

Anhand der in der Klinikdatenbank (iXserv, ixmid Software Technologie GmbH, K&ln) hinter-
legten Befunde (Pathologie, Laborbefunde, Zytogenetik, Arztbriefe) wurden die Patientendaten
gefiltert, erthoben und zusitzlich in manchen Fillen kategorisiert. Die Methodik der Datenerhe-
bung wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Georg-August-Univer-
sitait Gottingen genehmigt (DOK_129_2013). Zur Anonymisierung der sensiblen persénlichen
Informationen der einzelnen ausgewihlten Patienten, wie Vor- und Nachname sowie Geburts-
datum, wurden Identifikationsnummern (G6Ma) vergeben. Erhaltene Proben sowie Priparate
wurden den fortlaufenden Identifikationsnummern zugeordnet. Alter und Geschlecht der Pati-

enten wurde anhand der Befund- bzw. Entnahmedaten errechnet und registriert.

2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Auswahl der Patienten erfolgte aus der internen Befund-Datenbank des Instituts fiir Patho-
logie (Universititsmedizin Go6ttingen). Dabei wurden solche ausgewihlt, bei denen in Folge ei-
ner Routinediagnostik eine MDS-Diagnose gestellt wurde. Einschlusskriterium war die Voraus-
setzung, dass bei den ausgewihlten Patienten im Rahmen der histologischen Untersuchung in
der Klinik far Himatologie und Onkologie neben einer Knochenmarkentnahme durch Becken-
kammstanze auch eine Laboranalyse von Blutproben inkl. genetischer Untersuchung mittels
Karyogramm und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchgefithrt wurde. Fehlende o-
der unvollstindige Befunde und Analysen galten dabei als Ausschlusskriterium und wurden in
Folge dessen nicht berticksichtigt. Die zu den Patienten gehérenden Priparate wurden aus dem
Archiv der Pathologie der Universititsmedizin Gottingen gesammelt. Die finale Auswahl er-

streckt sich Gber 83 Priparate aus dem Zeitraum zwischen 2008 und 2016.

2.3 Zytogenetischer Befund

Die Erhebung der zytogenetischen Daten erfolgte anhand der vom Labor fir Zytogenetik der
Klinik fur Himatologie und Onkologie INDIGHO, Prof. Haase, Universititsmedizin Géttin-
gen) festgestellten Befunde. Im Rahmen der klinischen Routine wurden die Untersuchungen in
tblicher Weise durchgefithrt. Vorwiegend wurde eine Binderungsanalyse im Karyogramm er-

stellt. Zusitzlich ist in Ausnahmefillen eine FISH-Sondenmarkierung an CD34"-Zellen erfolgt.
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2.4 Klinische Datenerfassung

Die einzelnen erhaltenen Knochenmarksstanzen waren mit klinischen Basisdaten (Alter, Ge-
schlecht, himatologische Laborparameter) annotiert, um den Gesamtprozess der Diagnosestel-
lung einordnen und den aktuellen Stellenwert der pathologischen Untersuchung feststellen zu

koénnen. Diese stellte den Ausgangspunkt fir die weitere Diagnostik dar.

Der Gruppe ,,V.a. MDS* wurden simtliche Fille zugeordnet, bei denen laut Einsendeschein
noch keine etablierte MDS Diagnose bestand. Unklare Zytopenien waren in dieser Kategorie
hidufig ausschlaggebend fiir die Knochenmarksbiopsie. Patienten mit bereits diagnostiziertem
MDS und einer anschlieBenden Verlaufskontrolle wurden einer weiteren Gruppe zugeteilt, da
zur Abklirung des Krankheitsverlaufs (Remission, Progress) erneute Probenentnahmen ange-
ordnet wurden. Die Gruppen ,,Verlaufskontrolle ohne Therapie® (Patienten mit watch-and-wait-
Ansatz oder rein supportiver Therapie) und ,,Verlaufskontrolle unter Therapie® (Patienten mit
aktueller oder stattgehabter Chemotherapie bzw. Stammzelltransplantation) wurden gebildet,
um den bewiesenen Einfluss der Chemotherapie auf die Morphologie des Knochenmarks ab-
zugrenzen und gesondert zu klassifizieren. Trotz moglicher Einflussnahme auf die Knochen-
markshistologie wurden supportive Therapien, wie Eisenchelatoren oder Wachstumsfaktoren,

nicht separat erfasst und ausgegliedert.

In manchen Fillen enthielt der Einsendeschein oder die Krankenakte vereinzelte Hinweise auf
die Atiologie des MDS. Bei vorheriger Radio-Chemotherapie in der Anamnese eines Patienten
tir eine andere maligne Erkrankung wurde dies bspw. als therapie-assoziiertes, sekundires MDS

(t-MDS) gewertet.

2.5 Histologische Priparate

2.5.1 Materialgewinnung und Herstellung histologischer Priparate

Die im Rahmen dieser Dissertation untersuchten histologischen Schnitte stammen aus den Ar-
chiven des Instituts fir Pathologie der Universititsmedizin Goéttingen. Bei den Gewebeproben
handelt es sich um standardmiB3ig am Beckenkamm gewonnene, direkt nach der Entnahme
formalinfixierte Knochenmarksstanzzylinder (Bain 2001), die vor der histologischen Aufarbei-
tung in Ameisensdure entkalkt und nach Entwisserung Gber eine aufsteigende Alkoholreihe in
Paraffin eingebettet werden. Nach dem Schneiden an einem Mikrotom wurden 2 pm dicke

Schnitte standardmalB3ig mit Himatoxylin&Eosin (HE), perjoidic Schiff’s acid (PAS), Gomérri
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(Versilberung), Berliner Blau Reaktion (Eisenfirbung) und enzymhistochemisch auf Chlo-
racetat-Esterase (CAE) gefirbt.

2.5.2 Schnittvorbehandlung fiir Immunhistochemie

Bei mit Formalin fixiertem Gewebe kommt es durch Einwirkung des Formalins zu einer Ver-
netzung der Proteine (Crosslinking). Dieses Crosslinking kann durch verschiedene Verfahren
ruckgingig gemacht werden, damit eine weitere Bearbeitung der Schnitte ermdglicht wird. Die
am meisten verbreitete Methode ist das sogenannte Hitze induzierte Epitopretrieval (HIER),
bei dem die Schnitte fiir eine variable Zeit thermisch vorbehandelt werden. Ein wichtiger Faktor
fir den Erfolg von HIER ist die Zusammensetzung, insbesondere aber auch der pH-Wert der
Flussigkeit, die das Gewebe umspilt. Als Alternative zur HIER wird bei einigen wenigen Anti-

korpern die Behandlung mit Proteinase durchgefiihrt.

Abhingig von der geplanten Visualisierung der Antikérper-Antigen-Bindung muss die An-
tikorperinkubation von verschiedenen ,,Blockierschritten® begleitet werden. Dabei werden ent-
weder die endogene Peroxidase oder endogenes Biotin blockiert. Auflerdem kénnen andere

unspezifische Proteininteraktionen reduziert werden (Sprich 2000).

2.5.3 Immunhistochemische Firbungen

Die Grundlagen fur die immunhistochemischen Firbungen beruhen auf der Affinitdt von An-
tikérpern zu einer bestimmten Gewebeeigenschaft (Epitop) als Antigen-Antikérper-Reaktion.
Im Idealfall kommt es dabei zu einer spezifischen und starken Bindung zwischen dem sog.
Primidrantikérper und dem gewtinschten Epitop. Im nichsten Schritt wird der Schnitt mit einem
gegen den Primirantikérper gerichteten Sekundirantikérper inkubiert. Ein an den Sekundaran-
tikrper gekoppeltes Detektionssystem (in der Regel ein Enzym wie z.B. Peroxidase) weist nach
Inkubation mit einem farbigen Substrat die Bindung des Antikérpers im Priparat nach. Vorbe-
reitend wurde im Rahmen dieser Arbeit der Immun-Firbeautomat Dako ,,Omnis® (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg) samt korrespondierender Reagenzien, die auf formalinfixier-
ten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten verwendet werden, verwendet. Das Nachweissys-
tem Dako EnVision TM FLEX identifiziert primire Maus- und Kaninchen-Antikérper und ist
in der Lage mithilfe von EnVisionTM FLEX DAB+ die Reaktion mittels Chromogen darzu-
stellen. So ist es fur immunhistochemische Verfahren unter Verwendung von Dako Autostainer
(Autostainer Plus) Systemen geeignet. Nach Anwendung der HIER-Methode wurde zusitzlich

in einer Citratlésung mit pH 6 fiir 20 Minuten eine Inkubation durchgefuhrt. Die Proteine
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CD34" und CD3" wurden dariiber hinaus fir zehn Minuten zur Verstirkung der Sichtbarkeit
mit einem der oben genannten Mausverstirker (,M“, EnVisionTM FLEX+, Mouse (LIN-
KER)) samt Proteinen zur Stabilisierung behandelt, sodass die Auspriagungen der Signale der
primédren Maus- und Kaninchenantikérper verdeutlicht werden. Um eine Bindung an das zu
analysierende Zielantigen zu ermdglichen, wurde ein spezifischer Klon des jeweiligen primiéren

Antikorpers in der festgelegten Konzentration aufgetragen.

Der primire Antikérper wurde als spezifischer Klon aufgetragen, damit eine Bindung mit dem
zu untersuchenden Zielantigen stattfinden konnte. Bei manchen Antikérpern erfolgte die Ap-
plikation unverdinnt, wohingegen in manchen Fillen mit in konzentrierter Form vorliegender

Reagenz eine Verdinnung vorgenommen wurde.

Das EnVision™ System wurde als sekundirer Antikérper verwendet (Sabattini et al. 1998).
Dem Dextran-Polymer als Grundgeriist waren verschiedene sekundire Antikérper (von Maus
und Kaninchen) angelagert (Dako, EnVision™ FLEX/HRP Detection Reagent, Bestell-Nr.
SM802). Dadurch wurde die Sensitivitdt fiir die im Priparat befindlichen Epitope gesteigert.
Daneben waren zudem mehrere HRP-Enzyme (horseradish peroxidase) an das Polymer gebunden.
Die lichtmikroskopische Detektion war moglich, nachdem das Polymer durch Oxidation nach
Zugabe des HRP-Substrates DAB (3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) braun eingefirbt
wurde. Die Nutzung des Systems bot den Vorteil, dass sich einerseits eine erthohte Reaktivitit
durch die Vielzahl gebundener Enzyme und Antikérper am Polymer ergab und andererseits fir
den Ablauf mit dem Aufbringen des primiren Antikérpers und des Polymer nur zwei Arbeits-
schritte nétig waren. Mogliche Nachteile kénnen jedoch aufgrund der GréB3e bei der Durchlis-

sigkeit bestimmter Gewebe gesehen werden.
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Tabelle 5: Immunhistochemische Marker

Endothelzellen

Zellmigrationsaktivitit

Marker Zelltyp Funktion des Proteins Klon

CD3* T-Lymphozyten (alle) Signaltransduktion, T- Polyclonal
Zell-Rezeptor (TCR)

CD4+ Helfer-/ ,,Inducet- T-Lymphozyt Bindung an MHD-II

CD5* T-Lymphozyten, B-Lymphozyten- Bindung an CD72 CLA229

subpopulation
CD8* Zytotoxische/Suppressot- T-Lym- Bindung an MHC-I 144B
phozyten
CD20* B-Lymphozyten B-Zell-Aktivierung L26
CD34+* Himatopoetische Progenitorzellen, Zelladhision QBEnd10

2.6 Digitalisierung und Morphometrie

Die morphometrische Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Cleo-Aron Weis

vom pathologischen Institut der Medizinischen Fakultit Mannheim der Universitit Heidelberg

unter Verwendung eigens entwickelter Software durchgefthrt.

Die durch die Immunhistochemie gefirbten Blocke wurden tiber einen Slide Scanner der Firma
Digitalmikroskop und Scanner M8 (PreciPoint GmbH, Freising) in einer Vergrofierung analog
x20er bis x60er Objektiv digitalisiert und auf einem gemeinsamen Server der Universititsmedi-
zin Gottingen und Universititsmedizin Mannheim hochgeladen. Fir jeden Block wurden die
sechs angefertigten Firbungen (CD3", CD4", CD5", CD8", CD20", CD34") unter dem Namen

GO6Ma und zugewiesener fortlaufender Nummer gespeichert und bearbeitet. Sie bildeten die

Grundlage fur die weitere Bearbeitung,.
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Abbildung 5: Darstellung des Arbeitstools im Omero-Webclient.

2.6.1 Automatische Segmentierung der Daten zur Gewebedetektion

Auf Basis der MATLAB-Omero-Toolbox (“The Open Microscopy Environment,” n.d.) wur-
den Miniaturbilder von ganzen Folienbildern, whole slide images (WSI), in den Arbeitsbereich von
MATLAB geladen. In diesen Miniaturbildern wurden bestimmte Regionen (regions of interest:
ROls), die Bereiche mit relevanten Strukturen (z.B. Knochentrabekeln) enthalten, manuell ge-
zeichnet. Ein benutzerdefinierter Algorithmus berechnete die Position und Form der ROI in-
nerhalb des urspriinglichen WSI und zerlegte die ROIs anschlieBend in Kacheln mit einer Pi-
xelgroBe von 100 x 100 x 3. Alle resultierenden Kacheln (in Summe n = 7.243) wurden in einem
Strukturelement gesammelt, das die Kacheln (Bilddaten) und die Klassifizierung ("Knochen-

mark", "Knochentrabekel", "leerer Raum") enthielt.
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Abbildung 6: Darstellung der ROIs auf der Omero-Webclient Site.

CD 34+ Priparat vom Knochenmark eines MDS-Patienten. 1: Intratrabekuldres Areal. 2: Peritrabekuldres Areal.

2.6.2 Automatische Segmentierung der Daten zur Zelletkennung

Mit einem bislang nicht ver6ffentlichten, von Herrn PD Dr. Cleo-Aron Weis (Institut fir Pa-
thologie der Universititsmedizin Mannheim) entwickelten, benutzerdefinierten Segmentie-
rungswerkzeug fur die Detektion von Zellkernen im Knochenmark in der Programmiersprache
MATLAB (mit MatConvNet als CNN-toolbox und C++ im Hintergrund) wurden einzelne
Kerne, mehrere Kerne und Bereiche zwischen Kernen automatisch segmentiert: Zuerst wurden
die Bilder mit Farbentfaltung versehen, um die blauen Kerne zu segmentieren. Zweitens wurden
zwei verschiedene Ansitze verwendet, um Zellkerne automatisch zu erkennen: Der erste ver-
wendete eine Kreuzkorrelation mit einer kreisfdrmigen Schablone der Gréf3e eines Kerns, um
die Kerne hervorzuheben. Der zweite verwendete die von MATLAB erstellte kreistérmige
Hough-Transformation, um kreisférmige Objekte zu erkennen. Drittens wurden die Ergebnisse
beider Ansitze auf Basis der Zentroidentfernung zusammengefiihrt, um doppelte Erkennungen
zu verwerfen. Viertens wurden auf der Grundlage der resultierenden Zentroide pro detektierter
Kerne Kacheln mit "einzelnen Kernen", "mehreren Kernen" und - durch Hinzufligen von
Punkten zwischen den Zentroiden - "Bereiche zwischen Kernen" definiert. Die resultierenden

Kacheln hatten jeweils eine Gré83e von 41 x 41 x 3 Pixeln. Schlieflich wurde ein Strukturelement



2 Material und Methode 28

nn
b

nn
b

mit den Kacheln (n = 9.000) und Klassenbeschriftungen ("einzelne Zelle", "viele Zellen", "nicht
fokussiert") erstellt. Die resultierende Datenbank wurde einer Sichtprifung unterzogen, die eine

gute Ubereinstimmung der Klassenbezeichnungen und des Flieseninhalts ergab.

2.6.3 Manuelle Segmentierung von Daten fiir die Zellerkennung

Die digitalisierten vollstindigen Folienbilder (WSI) wurden auf einen lokalen Omero-Server
hochgeladen. Mit dert MATLAB-Omero-Toolbox wurden Teile der Bilder abgerufen und lokal
als .tiff gespeichert. Diese Teile wurden in Fiji (11) (11) (11) (11) (11) (11) [14] [14] [13] [12] [11]
[11] und den entsprechenden Strukturen (z.B. Einzelzellkerne) manuell in eine Bounding-Box
eingebaut. Die Grof3e dieser Boxen war nicht festgelegt, da die betrachteten Strukturen unter-
schiedliche GréBen hatten. Im néchsten Schritt wurden alle ROI-Werte, die von den Begren-
zungsrahmen in den Bildern definiert wurden, durch die zusitzliche Read-mageJROI-Datei
(“ReadImageJROI - File Exchange - MATLAB Central,” n.d.) m-file in den Arbeitsbereich von
MATLAB geladen. Fir das Zellenerkennungsnetz wurden anschlieBend alle Kacheln auf 41 x
41 x 3 Pixel gleich grof3. Schlief3lich wurde ein Strukturelement erstellt, das Kacheln (n = 5.330)

nn
b

n.n
b

und Klassenbeschriftungen ("einzelne Zelle", "viele Zellen", "nicht fokussiert" und "Hinter-

grund") enthilt.

2.6.4 Aufbereitung von Daten fiir die Optimierung der Boxplatzierung und Boxgréf3e

Fir die Platzierung von Boxen und die Optimierung der GréBe wurde eine Kombination aus
manueller und automatischer Datengenerierung angewendet. Bei der Platzierung von Boxen
wurden in Fiji fir Zellkerne gezeichnete Begrenzungsboxen automatisch in neun Richtungen
verschoben. Die Kachel jedes resultierenden Begrenzungsrahmens wurde zugeschnitten und
zusammen mit der bekannten Verschiebung als Klassenetikett gespeichert, was zu n = 8.496
Datenabtastungen fiihrte. Im Fall der Schachtelgrée erfuhren die in Fiji fiir 208 Zellkerne ge-
zeichneten Umrandungskisten eine automatische Gréfleninderung in 22 Variationen. Die Ka-
cheln werden wieder zugeschnitten und zusammen mit der Groflendnderung als Beschriftung

gespeichert, was zu n = 4.576 Datenabtastungen fihrt.
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2.7 Software

2.7.1 MatConvNet

MatConvNet ist eine frei verfiighare CNN-Toolbox fir MATLAB von A. Vedaldi, K. Lenc und
A. Gupta (MatConvNet 2019). Die Toolbox umfasst nicht nur die Funktionen zum Erstellen

eines CNNs, sondern auch Schulungs- und Lernfunktionen.

Funktionen wurden hinzugefiigt, um zufilliges Rauschen zu implementieren (in diesem Zusam-

menhang als Jitter bekannt) und um eine Verwirrungsmatrix zu zeichnen.

2.7.2 Berechnungen, Statistiken und Grafiken

Berechnungen wurden in MATLAB (R2016a) und / oder R (R-Version 3.3.1, RStudio-Version
1.0.136) durchgefuhrt. Statistiken, die statistische Daten zur Leistung darstellen, werden mit
dem ggplot2-Paket in R erstellt. Die MATLAB-Codierung wurde gemil3 den von Johnson
(2014) vorgeschlagenen Gestaltungsvorgaben zur Erhoéhung der Lesbarkeit durchgefiihrt
(Johnson 2014). Dartber hinaus wurde die objektorientierte Programmierung angewendet
(“Einfuhrung in die Objekt-Orientierte Programmierung mit MATLAB”, 2015) und die Richt-
linien fir die Beschleunigung durch Altman wurden befolgt (Altman 2015).

Die Clusteranlayse in R bei dieser Arbeit war vom besonderen Interesse, da das Ziel ist, eine
Gruppe von Objekten zu homogenen Gruppen zusammenzufassen, welche zum Erhebungs-
zeitpunkt noch nicht vorlagen. In diesem Fall wurde Clark-Value als Clusterparameter, zur Ab-

schitzung der Clusterbildung, beachtet.

2.8 CNN-Training

Die aktuelle Analyse basierte auf vier CNN fiir unterschiedliche Aufgaben: Gewebedetektion
(Abschnitt 2.8.1), Zellerkennung (Abschnitt 2.8.2) und zwei Begrenzungsrahmenoptimierungen
fir Grofie und Lokalisierung (Abschnitt 2.8.3). Die ersten beiden Netzwerke wurden mit den
fir die jeweilige Aufgabe aufbereiteten Daten von Grund auf geschult und validiert. Die letzten

beiden Netzwerke sind neu trainierte Zellerkennungs-CNNs.

2.8.1 Gewebedetektion CNN

Fur die Klassifizierung des Bildinhalts der 100 x 100 x 3-Pixel-Kacheln in "Knochenmark",
"Knochentrabekel" und "leeter Raum" wurde ein CNN entwotfen, das aus einer Reihe von

Faltungs- und Pooling-Schichten besteht. Es wurde in 800 Epochen mit den oben
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beschriebenen Gewebetrainings- und Validierungsdaten trainiert (vergleiche Abschnitt 2.6.1).
25 % der Daten wurden nur zur Validierung reserviert. Der Prozess wurde mit einer Genauig-
keit von 0,92 fiir die Validierungskohorte gestoppt, da dies fiir den beabsichtigten Gewebede-

tektionsschritt ausreichend war.

2.8.2 Zelldetektion CNN

Fir die Klassifizierung des Inhalts von 41 x 41 x 3-Pixel-Kacheln in ,,Einzelzelle®, ,,Viele Zel-
len®, ,,Unfokussiert™ und ,,Hintergrund wurde ein CNN entworfen, das aus einer Reihe von
Faltungs-, Rektifikations- und Pooling-Schichten besteht. Zuerst wurde es in 1.000 Epochen
mit einem Datensatz von geringer Qualitit fiir die ersten drei Klassen trainiert (vergleiche Ab-
schnitt 2.0.2). Zweitens wurde es mit einem manuell segmentierten, hochwertigen Datensatz fir
alle finf Klassen in ~ 6.000 Epochen trainiert. In jedem der beiden Durchldufe waren 25 % der
Daten nur fir Validierungszwecke reserviert. Der Prozess wurde mit einer Genauigkeit von 0,95
tir die Validierungskohorte gestoppt, da die Lernkurven mit Anpassung der Lernrate fir 500

Epochen keine Verbesserungen mehr zeigten.

2.8.3 Boxgrof3e und Shift-Optimierung CNN

Das oben beschriebene Zellennachweis-CNN wurde zweimal neu trainiert: Erstens, um die re-
lative Verschiebung einer Begrenzungsbox zum entsprechenden Zellkern (Zellversatz-CNN)
zu erfassen, und zweitens, um die BoxgroBe an die Kerngrofie (Zellgrole CNN) anzupassen.
Fir die erste Aufgabe wurden neun Schichtklassen definiert, wihrend fur die zweite Aufgabe
22 GroBenklassen definiert wurden. Schulung und Validierung wurden fur ~ 8.000 Epochen
mit den oben beschriebenen Daten (Abschnitt 2.6.4) und mit 25 % der Daten fur Validierungs-
zwecke durchgefithrt. Das Training und die Validierung wurden bei Genauigkeiten von 0,90
bzw. 0,94 abgebrochen. Auch fir 500 Epochen gab es keine Verbesserung der Lernkurven

meht.

2.8.4 Fleckenerkennung CNN

Zum Nachweis der Firbung wurde ein CNN fir die lineare Regression trainiert, um eine posi-
tive Firbung (brauner Bereich) in immunohistochemisch gefirbten Objekttrigern nachzuwei-
sen. Die Netzwerkarchitektur wurde von einer Arbeit von Cohen et al. Inspiriert. Die Grée
des Empfangsfelds betrdgt 110 x 110 Pixel. Die Ausgabe ist ein einzelner Wert im Bereich von

0 bis 1 fur die Anfarbeintensitit.
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2.9 Vergleich und Validierung der Ergebnisse

Die Ergebnisse des hier verwendeten Zellkerndetektionswerkzeugs und des von Phoulady et al.
publizierten Tools wurden mit einer compared to a manually drawn ground truth (CAW) verglichen.
Zum Vergleich der Erkennungen wurde die Uberlappung des Begrenzungsrahmens als Metrik
tur die Erkennungsgenauigkeit berechnet. Um die Auswirkungen von Pixelwertschwankungen
und Bildverzerrungen auf die Erkennungsqualitit zu testen, wurde der Abstand der Begren-
zungsrahmenschwerpunkte als Metrik fur die Erkennungsgenauigkeit gemessen. Zuvor erfah-
ren die Positionen der Zentroide der Bodenwahrheit dieselbe raumliche Verzerrung wie das
Bild. Um anschlieBend die Erkennungsqualitit durch die Uberlappung des Begrenzungsrah-
mens oder den Zentroidenabstand der Begrenzungsrahmen zu bewerten, werden die Genauig-
keit (true positive | (true positive+ false positive)) und der Ruckruf (frue positive/ (true positive + false
negative)) berechnet. Dartiber hinaus wird die doppelte Erkennungsrate als Anzahl der doppelten
Erkennungen berechnet, die auf die Anzahl der erkannten Zellen normiert sind (7 double detec-

tion/ n detected).
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3 Ergebnisse

Im Rahmen der folgenden Beschreibung erfolgt die Erlduterung der Ergebnisse der Clusterana-

lyse in R.

3.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden initial 96 Patienten eingeschlossen. Im Verlauf der Analyse ergab sich
bei 6 Patientinnen und Patienten ein Mangel an klinischen Daten (wie z. B. Angaben zum Alter,
zum Geschlecht, o. 4.), sodass diese in der abschlieBenden Bewertung nicht berticksichtigt wur-
den. Aus Transparenzgriinden sind diese in der nachfolgenden Beschreibung der Ergebnisse
trotzdem enthalten. Die verbleibende Grundgesamtheit der Patienten mit verwertbaren klini-
schen Daten setzt sich aus 54 minnlichen (60 %) und 36 weiblichen (40 %) Patienten zusam-
men. Das durchschnittliche Alter betrug 68,24 Jahre (Mdn = 71; Min = 29; Max = 85; SD =
10,52).

3.2 Einteilung nach WHO-Klassifikation

Die 96 ausgewihlten Knochenmarkproben zeigten die folgende Einteilung in der WHO-Klas-
sifikation: bei 39 Proben wurde MDS-EB-2 (41 %), bei 24 Proben MDS-MLD (25 %), bei 18
Proben MDS-EB-1 (19 %), bei 3 Proben MDS-SLD (3 %) und bei einem Patienten ein nicht
niher bezeichnetes MDS (1 %) festgestellt. Bei elf Proben konnten aufgrund fehlender klini-
scher Diagnose keine Angaben getitigt werden (NA) (11 %).
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Abbildung 7: Verteilung der MDS-Diagnosen nach WHO Klassifikation

MDS: myelodysplastisches Syndrom, MDS-EB-1: MDS with excess of blasts Typ 1 MDS-EB-2: MDS with excess of
blasts Typ 2, MDS-MLD: MDS with multilineage dysplasia NNDS-SLD: MDS with single lineage dysplasia NA: keine An-
gaben

3.3 Infiltrationsmuster

In der Abbildung 8 wird die Verteilung von funf verschiedenen Zelltypen im gekennzeichneten
Bereich des Knochemmarks (ROIs) ersichtlich. Im Folgenden wird die Relation der einzelnen
CD-positiven Zellen zu den nicht immunhistochemisch verfirbten Zellen dargestellt. Wie der
Darstellung zu entnehmen ist, weist die Verteilung keine eindeutige Homogenitit der Zellen
auf. Das Infiltrationsmuster zeigt insgesamt ein seht heterogenes Bild. Die CD5" Zellen im in-
tratrabekuldren und peritrabekuliren Bereich zeigen eine marginal héhere Dichte. Im perivas-

kuliren Bereich bilden die CD 34" Zellen den groflen Anteil.
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Abbildung 8: Verteilung der Zelltypen in intratrabekuldren, peritrabekuliren und perivaskuldren Bereich des
Knochenmarks, die sogenannten ROIs.

3.4 IPSS-R Klassifikation

Im Rahmen der Analyse wurde zunichst die durch die bereits bekannten histopathologischen
und klinischen Daten die IPSS-R Klassifikation fiir die Prognosebestimmung bei allen Patienten
berechnet. Die folgenden Abbildungen stellen die Anzahl der Patienten mit IPSS-R-Risiko-
gruppe 0-4 sowie die Verteilung der IPSS-R-Risikogruppen innerhalb der WHO-Klassifikation
dar. Der GroBteil der Patienten wurde der IPSS-R-Risikogruppe von 1 zugeordnet (n = 52).
Unter Nichtberiicksichtigung der zehn nicht verwertbaren IPSS-R-Klassifizierungen ergab sich
bei den verbleibenden 34 Patienten eine ungefihre Gleichverteilung bei den IPSS-R-Scores 2
bis 4. Innerhalb der WHO-Klassifikation sind in der IPSS-R-Risikogruppe 1 insbesondere
MDS-EB-1, MDS-EB-2 und MDS-MLD vertreten. Der IPSS-R-Risikogruppe 1 sind zusitzlich
drei Patienten mit der Subdiagnose MDS-SLD und ein geringer Anteil von zwei Patienten ohne
Diagnosebestimmung zugeordnet. Die MDS-EB-2 sind mit Ausnahme der Gruppe 0 in allen

Kategorien vertreten.
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Abbildung 9: IPSS-R Risikogruppen im Gesamtkollektiv
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Abbildung 10: Zusammenhang zwischen IPSS-R Risikogruppen und MDS-Subtyp nach WHO-Klassifikation.
MDS: myelodysplastisches Syndrom, MDS-EB-1: MDS with excess of blasts Typ 1 MDS-EB-2: MDS with excess of
blasts Typ 2, MDS-MLD: MDS with multilineage dysplasia MDS-SLD: MDS with single lineage dysplasia NA: keine An-

gaben



3 Ergebnisse 36

Des Weiteren wurde die Verteilung der verschiedenen Zelltypen in der IPSS-R Klassifikation
berechnet. Wie der Darstellung in Abbildung 11 zu entnehmen ist, sind die CD4" T-Zellen
hauptsichlich in der IPSS-R 3 reprisentiert. Ein groBer Anteil an CD5" Zellen ist insbesondere
IPSS-R 0 und 2 zugeordnet. Die himatopoetischen Progenitorzellen und Endothelzellen
(CD34") sind vor allem bei IPSS-R 4 vertreten. Die Verteilung von CD8" Zellen ergab kein

eindeutiges Muster.

In der Abbildung 12 wurde die Clusteranalyse der verschiedenen Zelltypen anhand des Clark-
Value vorgenommen. Je hoher der sog. Clark-Value, desto héher die Wahrscheinlichkeit fir
Clusterbildung, was ein Zeichen fiir homogene Verteilungsmuster der einzelnen Zelltypen in-
nerhalb der IPSS-R Risikogruppen ist. Hier konnte kein eindeutiges und signifikantes Vertei-

lungsmuster innerhalb der einzelnen Zelltypen festgestellt werden.
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Abbildung 11: Immunhistochemische Verteilung der Zelltypen in IPSS-R Risikogruppen
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Abbildung 12: Clusteranalyse und Homogenitit-Darstellung der einzelnen Zellen in der IPSS-R-Risikogruppen

3.5 Clusteranalyse in der WHO Klassifikation

Zunichst wurde innerhalb der WHO-Klassifikation die Relation der einzelnen positiven CD
Zellpopulation zu der gesamten Zellpopulation dargestellt. In der Abbildung 13 sind keine sig-
nifikanten Unterschiede der Zellverteilungsmuster innerhalb der einzelnen Diagnosegruppen
sichtbat. Zu beobachten ist, dass eine marginal hohere Anzahl an CD 34" Zellen bei
MDS-EB-2 vorhanden ist. Auch in Bezug auf die Diagnosestellung kann kein eindeutiger An-
haltspunkt fiir gesteigerte Clusterbildung anhand der Analyse mithilfe des Clark-Value festge-
stellt werden, da dieser im Median einen Wert von unter 1 unter allen Diagnosen annimmt (siche

Abbildung 14). Insgesamt unterstreicht diese Beobachtung die Heterogenitit der Ergebnisse.
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Abbildung 13: Relation der einzelnen immunhistochemisch gefirbten Zellen innerhalb der WHO-Klassifikatio-
nen zur Gesamtheit der Zellarten. MDS: myelodysplastisches Syndrom, MDS-EB-1: MDS with excess of blasts Typ
1 MDS-EB-2: MDS with excess of blasts Typ 2, MDS-MLD: MDS with multilineage dysplasia MDS-SLD: MDS with

single lineage dysplasia NA: keine Angaben
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Abbildung 14: Clusteranalyse der einzelnen immunhistochemisch gefirbten Zellen innerhalb der WHO-Klassifi-
kationen. MDS: myelodysplastisches Syndrom, MDS-EB-1: MDS with excess of blasts Typ 1 MDS-EB-2: MDS with
excess of blasts Typ 2, MDS-MLD: MDS with multilineage dysplasia MDS-SLD: MDS with single lineage dysplasia NA:
keine Angaben
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4 Diskussion

In dieser Dissertation erzielte Ergebnisse zu der bereits vorgestellten Hypothese und der Fra-
gestellungen werden in diesem Abschnitt mit Arbeiten anderer Publikationen sowie anderen
Methoden verglichen. Zum Schluss werden in einer kritischen Gegeniiberstellung mogliche
Fehlerquellen, Schwachpunkte und Potenziale dieser Arbeit sowie die Limitation der ausgewahl-

ten Methode bei Untersuchung des myelodysplastischen Syndroms diskutiert.

4.1 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Arbeiten

4.1.1 Immuno-Score

Die Fragestellung dieser Arbeit beruht auf der Charakterisierung des immunologischen Tumot-
Microenvironments bei myelodysplastischem Syndrom sowie der Moglichkeit einer vereinfach-

ten Prognoseeinschatzung.

Obwohl sich die treibenden Elemente innerhalb des Microenvironments einzelner Primarot-
gane unterscheiden, bleiben viele der hervorstechenden Merkmale gleich. Das Vorhandensein
eines robusten Antitumor-Milieus, das durch die hohe Dichte an CD 8" — zytotoxischen T-
Zellen, Th1-Helferzellen und assoziierten Zytokinen gekennzeichnet ist, weist hdufig auf eine
anti-tumorale Aktivierung des Immunsystems hin und kann sogar zur Tumorelimination fth-
ren. Die regulatorischen CD 4" T-Zellen, Typ-2-Helfer-T-Zellen, und spezifische Makrophagen
zeigen eine unterstitzende Wirkung bei der Tumorentwicklung. Bei vielen Tumorarten tritt die
Wechselwirkung des Tumors mit dem Immunsystem des Wirts im Bereich der Invationsfront,
invasive margin (IM) oder der umgebenden intratumoralen BlutgefiB3e auf. Das Gleichgewicht
zwischen pro-tumorigenen und antitumorigenen Faktoren beeinflusst die Tumorentwicklung
und letztlich die Uberlebenschance des Patienten. Einige dieser Merkmale wurden zu einem
Immuno-Score kombiniert, der nachweislich die Prognosefihigkeit des aktuellen TNM-Staging

fir kolorektale Karzinome im Frithstadium erginzt (Taube et al. 2018).

Der Immuno-Score ist ein Beispiel dafiir, wie Elemente der Immunmikroumgebung auf stan-
dardisierte Weise quantifiziert und in einen Prognoseindex integriert werden kénnen, der Infor-
mationen liefert, die robuster sind als das Standard-AJCC / UICC-TNM-Staging-System. Der
standardisierte Immuno-Score basierte auf der Quantifizierung (Zellen / mm?®) von zwei Lym-
phozytenpopulationen (CD3" und CD8") innerhalb der zentralen Region und dem invasiven
Rand von kolorektalen Karzinomtumoren und bietet ein Bewertungssystem von Immuno-

Score 0 (10) bis Immunoscore 4 (I14) (Abbildung 4) (Galon et al. 2014). Es wurde gezeigt, dass
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die Klassifizierung durch den Immuno-Score eine prognostische Bedeutung hat, die der des
klassischen TNM-Systems fiir das Ubetleben bei Patienten mit kolorektalem Karzinom iiberle-
gen ist (Galon et al. 2006). Mehrere Follow-up-Studien bestitigten den starken prognostischen
Wert bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in allen Stadien der Erkrankung (Mlecnik et al.
2011; Pages et al. 2009; Galon et al. 2016). Weitere Studien zeigten auch, dass der Immuno-
Score ein stirkerer Pridiktor fiir das Uberleben des Patienten als die Mikrosatelliteninstabilitiit
ist (Mlecnik et al. 2016) und dass der Immuno-Score auch als prognostischer Wert bei Hirnme-

tastasen angewendet werden kann.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde 2012 ein internationales Konsortium von Patholo-
gen und Immunologen gebildet (Galon et al. 2012a; 2012b). Die Hauptziele waren die Bewer-
tung der Durchfthrbarkeit, Reproduzierbarkeit, Bedeutung und Robustheit des Immuno-
Scores. Das Konsortium bestand urspriinglich aus 23 Zentren aus 17 Lindern und wurde von
der Society for Immunotherapy of Cancer (SITC) unterstitzt. Der statistische Analyseplan wurde vor-
definiert und alle statistischen Analysen wurden dabei von externen Statistikern durchgefiihrt.
Das primire Ziel der Studie war es, die Zeit bis zum Wiederauftreten der Erkrankung heraus-
zufinden, abhingig von der jeweiligen Klassifizierung nach Immuno-Score (hoch bis niedrig).
Die mediane Dauer bis zum Wiederauftreten tiber alle beteiligten Zentren betrug 5,9 Jahre.
Damit wurde der primire Endpunkt der weltweit durchgefithrten Immuno-Score Studie er-
reicht. Die Dauer bis zum Wiederauftreten war in den Stadien I / II / III des kolorektalen
Karzinoms mit hohem Immuno-Score signifikant linger. Der niedrige Immuno-Score zeigte
sich insbesondere in einer Untergruppe von Patienten im Stadium II mit hohem Risiko. Die
Analysen wurden mit Cox-Modellen durchgefiihrt, die nach Registrierungszentren geschichtet
waren. Die endgtltigen Ergebnisse stiitzten den signifikanten prognostischen Wert des Im-
muno-Scores bei 3.855 Patienten mit kolorektalen Karzinom in den AJCC / UICC-TNM I /
IT / III. Der Immuno-Score wird derzeit bei verschiedenen Tumortypen als Erginzung zum

aktuellen TNM-Staging-System untersucht.

Der vornehmlich fir die Einstufung kolorektaler Karzinome im Rahmen einer Risikostratifizie-
rung eingesetzte Immuno-Score findet bei MDS-Patienten noch nicht routinemiflig Anwen-
dung. In der Literatur ist dieses Vorgehen noch nicht weit verbreitet. Die Idee dahinter, die
Lymphozyteninfiltartion und die treibende Wirkung von bestimmten T-Lymphozyten-Sub-
gruppen zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit versucht umzusetzen. Es gibt Studien, die sich
dieser Fragestellung angenommen haben und die Wirkung von Lymphozyteninfiltration als
Prognosefaktor bzw. zur Therapieentscheidung bei MDS untersucht haben (so z.B. Sallmann

et al. (2020) und Pescia et al. (2021)). Im Vergleich zu den bislang veréffentlichen Studien zu
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dem Themenbereich ldsst sich sagen, dass wie bei kolorektalen Karzinomen der Immuno-Score

eine mogliche Prognosemethode bei MDS sein kann.

So wurde die Bedeutung des Immun-Microenvironments des Knochenmarks bei MDS hervor-
gehoben. Dies weist in einigen Fillen auf eine mogliche vermittelte ,,autoimmune® dtiopatho-
genetische Rolle hin oder eine Korrelation zwischen bestimmten T-Zell-Subtypen und der Ag-
gressivitit der Krankheit, wie z. B. CD4"-T-reg-Zellen, die die Krankheitsprogression durch

eine Verringerung der antineoplastischen Reaktion beeinflussen (Sallman et al. 2020).

MDS mit hohem Risiko stellen therapeutische Herausforderungen dar und werden normaler-
weise mit hypomethylierenden Wirkstoffen wie Azacitidin behandelt. Die Studie von Sallman
et al. (2020) bestitigte die grofle Bedeutung des Microenvironments bei MDS. Sie stellt fest,
dass hohere lymphozytire Infiltrate vor und nach der Behandlung mit einem besseren Anspre-
chen auf Azacitidin korrelieren und dass héhere lymphozytire Infiltrate vor der Behandlung mit
einem geringeren Risiko einer AML-Progression verbunden sind. So wurde bspw. nach einer
Behandlung mit Azacitidin nur ein geringer, nicht signifikanter Anstieg des lymphozytiren In-

filtrats beobachtet.

In einer Arbeit von Pescia et al. (2021) wurden retrospektiv 57 Hochrisiko-MDS-Fille analy-
siert, um durch die Azacitidin-Therapie induzierte Verinderungen oder relevante Korrelationen

zwischen Therapieansprechen und Vor- oder Nachbehandlungsmerkmalen zu identifizieren

(Pescia et al. 2021).

Im Rahmen der Studie konnte gezeigt werden, dass, dhnlich wie bei Knochenmarkbiopsien vor
der Behandlung, hohere lymphozytire Infiltrate mit einem besseren Ansprechen auf die Be-
handlung (p = 0,004), mit Mittelwerten des lymphozytiren Infiltrats von 8,96 % bei Respondern
und von 6,10 % bei Non-Respondern, korrelierten (Pescia et al. 2021).

Es wurde ebenso die Rolle von lymphozytirem Infiltrat und p53+-Elementen als pradiktive
Marker bei mit Azacitidin behandeltem MDS diskutiert. Diese eréffnen neue Kapitel im Ver-

stindnis der MDS-Entwicklung und -Behandlung (Pescia et al. 2021).

Obwohl statistisch nicht signifikant, wurde beobachtet, dass nach der Behandlung eine leichte
Abnahme der CD34"- und CD117"-Blasten und der p53+-Votliufer votliegen.

Dartiber hinaus korrelierten der zytogenetische IPSS-R-Score vor der Behandlung (p = 0,004),
das lymphozytire Infiltrat (p = 0,017) und die p53+-Elemente (p = 0,001) mit der AML-Pro-
gression; Lymphozyteninfiltrat war vor der Behandlung auch mit einem besseren Ansprechen

auf die Therapie verbunden (p = 0,004), was auf eine antitumorale Rolle des Microenvironments
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des Knochenmarks schlieen lisst. Die Blastenzahl nach der Behandlung wirkte sich negativ
auf die Uberlebenschance (p = 0,035) und das Risiko einer leukimischen Progression (p = 0,04)
aus, wihrend sowohl das lymphozytire Infiltrat nach der Behandlung als auch die p53+-Ele-
mente eine signifikante Korrelation mit dem Ansprechen auf die Behandlung zeigten (p = 0,004

und p = 0,003) (Pescia et al. 2021).

Das Vorhandensein einer funktionellen T-Lymphozyten-Subgruppe ist entscheidend fur die er-
folgreiche Anwendung von Immun-Checkpoint-basierten Therapien zur Behandlung von Ma-
lignomen. Es wurde gezeigt, dass T-Zellpopulationen im Rahmen dieser Therapieform erhalten
bleiben und dartber hinaus sogar mit CD4" und CD8" T-Zellen sowohl im peripheren Blut als
auch im Knochenmark bei Patienten mit AML erhoht werden kénnen (Daver et al. 2016). Wen-
delbo et al. zeigten, dass selbst bei AML-Patienten mit Chemotherapie-induzierter Leukopenie
die meisten zirkulierenden Leukozyten bei den AML-Patienten T-Lymphozyten waren, wah-
rend B-Lymphozyten und Monozyten normalerweise < 10 % ausmachten (Wendelbo et al.
2004). T-Zellen bei AML-Patienten weisen Unterschiede zu T-Zellen gesunder Menschen auf,
wobei Genexpressionsprofilstudien an T-Zellen von Patienten mit AML eine abweichende T-
Zell-Aktivierung zeigen. In dhnlicher Weise legte die durchflusszytometrische Immunphinoty-
pisierung peripherer Blutlymphozyten im Vergleich zu gesunden Personen bei Patienten mit
AML eine Expansion des aktivierten T-Zell-Kompartiments dar, deren pathophysiologische
Bedeutung jedoch unklar bleibt (Boddu et al. 2018).

Eine niedrige Lymphozytenzahl ist ein prognostischer Faktor bei soliden Tumoren und lym-
phatischen Malignomen (Ray-Coquard et al. 2009). Die Privalenz und die prognostischen Aus-
wirkungen der Lymphopenie bei MDS-Patienten wurden weniger systematisch untersucht. In
einer Studie von Silzle et al. (2019) wurde bei 1.023 Patienten mit MDS die absolute Lympho-
zytenzahl im Knochenmark mit Fokus auf MDS-Subtypen gemil3 der Klassifikation der WHO
2016, dem IPSS-R und dem Vorhandensein von Komorbidititen untersucht (Silzle et al. 2019).

In dieser Arbeit wurde erldutert, dass eine direkte Beziehung zwischen der MDS-Pathophysio-
logie und niedrigen Lymphozytenzahlen besteht. Es wurden signifikante Unterschiede in Bezug
auf die absolute Lymphozytenzahl zwischen verschiedenen MDS-Subtypen festgestellt. Bemer-
kenswerterweise waren absolute Lymphozytenzahlen niedriger in Subtypen mit schlechterer
Prognose, wie MDS mit héherem Risiko gemal3 IPSS-R, Fillen von therapieassoziierten MDS
und bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose transfusionsabhingig waren. Dartiber hin-
aus war Lymphopenie mit niedrigeren peripheren Blutwerten als Charakteristikum fir die

Schwere der Erkrankung verbunden (Silzle et al. 2019).
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Inwiefern durch den Immuno-Score genaue Aussagen zur Pathogenese getroffen werden kon-
nen, lasst sich durch das Immunsystem und die Immundysregulation erkldren. Seit vielen Jahren
wird tber eine entziindliche Komponente von MDS diskutiert, die eine direktere Rolle der chro-
nischen Signaliibertragung des angeborenen Immunsystems bei der Pathogenese von MDS un-
terstiitzen (Barreyro et al. 2018). In einer Arbeit von Ganan-Gomez et al. (2015) wurde ausge-
tihrt, dass die Dysregulation der HSZ bei MDS zu abnormaler Himatopoese, unausgeglichener
Apoptose und Proliferation im Knochenmark der Patienten fithrt und eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von MDS spielt (Gafian-Gomez et al. 2015). SchlieBlich sind Immunanomalien
bekannt, bei denen regulatorische CD4"-T-reg-Zellen eine Autoimmunantwort auf normale
HSZ auslosen kénnen, welche zur malignen Himatopoese fuhrt. Obwohl MDS-Patienten im
Allgemeinen an Lymphopenie leiden, ist die zellulire Immunitit bei MDS mit niedrigerem Ri-
siko generell hochreguliert. Diese Patienten weisen eine hohere Anzahl CD8" T-Zellen und eine

niedrigere Anzahl regulatorischer CD4" T Zellen auf (Fozza et al. 2012).

Unsere Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass eine erhéhte Anzahl an CD4"-T-regulato-

rischen Zellen vor allem bei MDS mit schlechter Prognose vorkommt.

In der vorliegenden Arbeit zeigen die Ergebnisse, wie bereits den im dritten Kapitel dargestell-
ten Diagrammen zu entnehmen ist, dass unsere Patienten ein heterogenes Immun-Microen-
vironment aufweisen. So sind in unserem Fall bei den MDS-Typen mit vielen CD3" T-Zellen
vor allem CD4" T-Zellen gegentiber CD8" vertreten. Innerhalb des IPSS-R als Prognose-Score
wurde die Dichte der Lymphozyten Subgruppen untersucht. Unsere Daten ergeben eine héhere
Dichte an CD8" bei IPSS-R 1 und 2. Durch die anti-tumorale Aktivierung des Immunsystems
mittels CD8" wird eine bessere Prognose der Erkrankung erwartet. Wiederum zeigt sich inner-
halb IPSS-R 3 eine hohere Dichte an CD4". Hohere Anteile an CD34" Blasten kamen im
IPSS-R 4 vor. Dadurch lisst sich sagen, dass héhere Anteile an Blasten erwartungsgemil eine

schlechtere Prognose vermitteln.

Wihrend bei dem herkémmlichen IPSS-R-Score weitere Parameter zur Therapieentscheidung
herangezogen werden, kénnte das inflammatorische Mikromilieu (hier stark vereinfacht zusam-
mengefasst als Immuno-Score) einen weiteren Faktor bei der Entstehung, Progression und ggf.

auch die Therapie von MDS darstellen.

4.1.2 Diskussion der Methodik

Die automatische Zell- bzw. Zellkernerkennung in histologischen Bildern stellt eines der Haupt-

ziele der digitalen Pathologie dar. Dabei liegt der Fokus normalerweise auf der groben
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Lokalisierung von Objekten in einem Bild und nicht in der prizisen Erkennung seiner jeweiligen

Grenzen (Xing und Yang 2016).

Die Vielfalt der verfiigharen Software-Tools in diesem Bereich spiegelt das groB3e Interesse an
der Losungsfindung des geschilderten Problems wider. Bisherige Ver6ffentlichungen zu diesem
Thema wenden im Wesentlichen entweder "klassische" Segmentierungsmethoden oder Metho-

den an, die hauptsichlich auf maschinellem Lernen basieren.

Die Gruppe der klassischen Segmentierungsmethoden umfasst eine Vielzahl unterschiedlicher
Ansitze und kann grob in drei verschiedene Hierarchieebenen unterteilt werden: erstens gibt es
Merkmale auf Pixelebene, die weiter in Pixel unterteilt werden kénnen (z.B. Intensitit) und tex-
turbasierte (z. B. Frequenz-)Merkmale (Tscherepanow et al. 2008; Kothari et al. 2013; Raman
et al. 2007). So wurden beispielsweise Lymphozyten durch ihre blaue Farbe definiert werden.
Zweitens gibt es Merkmale auf Objektebene, die sich aus mehreren Ableitungen der oben ge-
nannten pixelbasierten Merkmale zusammensetzen. Auf dieser Ebene ist wiederum eine weitere
Unterteilung in kontur- (z.B. Kantenerkennung) und regionsbasierte Merkmale (z.B. Homoge-
nitdt) moglich (Kothari et al. 2013). Im Ergebnis dessen wiirden die Lymphozyten als scharf
abgegrenzte Objekte mit homogener blauer Farbe definiert. Drittens gibt es Merkmale auf se-
mantischer Ebene, die sich aus den beiden zuvor genannten Ebenen ableiten. Nach dieser drit-
ten Strategie wiirden die genannten Lymphozyten als scharf abgegrenzte Objekte mit homoge-
ner Farbe definiert, die die Kriterien anderer Zellen wie Epithelzellen nicht erfillen (Kothari et
al. 2013). Diese Klassifizierungen kénnten entweder auf expliziten (z. B. geometrischen) Ein-
schrinkungen (Raman et al. 2007) oder auf Techniken des maschinellen Lernens (z. B. Unter-
stitzung von Vektormaschinen oder neuronalen Netzen) beruhen, die explizit oder implizit die

Definitionen der jeweiligen Klasse enthalten (Kothari et al. 2013).

So verwendeten viele Studien, die sich anfinglich hauptsichlich mit ,,klassischen Segmentie-
rungsansitzen befassten, schlieBlich auch maschinelles Lernen, um die automatische Zellerken-
nung zu verbessern (Kothari et al. 2013; Raman et al. 2007). Unter den Ansitzen, die haupt-
siachlich auf maschinellem Lernen beruhten und typischerweise mit mehr oder weniger Roh-
bilddaten begannen, wurden einige Variationen von CNNs angewendet. Diese Studien fihren
zu unterschiedlichen Produktionsformen. Dies erschwert die Vergleiche zwischen verschiede-
nen Algorithmen und unserem angewandten CNN-Kaskaden-basierten Ansatz: Zum Beispiel
trainierten Xu et al. (2016) ein CNN, um zu entscheiden, ob ein Tumor eine Region eines Bildes
einnimmt oder nicht (Xu et al. 2016). Dieses Klassifizierungswerkzeug fihrt zu markierten Bil-
dern, jedoch nicht zu segmentierten, zihlbaren Zellkernen wie in unserem Ansatz. Dennoch

reicht unser Ansatz derzeit nicht aus, um eine eingehende Analyse der zelluliren
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Zusammensetzung von komplexen Bildern zu ermdglichen, da unsere CNN-Kaskade noch
nicht darauf trainiert wurde, segmentierte Zellen in verschiedene Subtypen (z.B. durchschnittli-
che und dysplastische Zellen) zu klassifizieren. Im Rahmen der Zellsegmentierung implemen-
tierte Kavassery ein "Regressions-CNN", das ausgehend von einem einzelnen Bild eine Karte
erzeugte, die die Zentroide der Zellkerne beinhaltete (Kavassery Rajalingam 2016). Xing et al.
(2016) kombinierten eine CNN basierte Wahrscheinlichkeitskarte mit einem nachfolgenden
Segmentierungsalgorithmus und Akram et al. wendeten einen auf Zellerkennungsvorschligen
basierenden Ansatz an, der zu Begrenzungsrahmen um Zellkerne fihrte (Carneiro et al. 2016;
Akram et al. 20106). Im Gegensatz dazu ist unser Ansatz eine Kaskade von CNNss, bei der jedes
CNN eine andere Aufgabe erfiillt, nimlich die Gewebedetektion und die Uberlappungserken-
nung. Li et al. beschrieben in ihrer Arbeit eine CNN-Kaskade zur Gesichtserkennung (Li et al.
2015). Obwohl sich diese Methoden grundlegend unterscheiden, ist unsere Vorgehensweise in
Bezug auf Leistungsmetriken (wie z. B. Prizision) vergleichbar mit den beschriebenen, verot-

tentlichten Methoden (Xing et al. 2016).

4.2 Limitation der Arbeit

Eine grundsitzliche Limitation dieser Arbeit ist die Gefahr einer Untersucherabhingigkeit der
Daten. Die méglichen Schwachpunkte dabei sind: die Erhebung der Daten, die Aufarbeitung
der Knochenmarkbiopsien, die immunhistochemische Firbung der jeweiligen Proben und die
Anwendung des IPSS-R anhand der klinischen Daten. Zu den technischen Aspekten ldsst sich
festhalten, dass die Digitalisierung der Proben, die gewihlte Zellerkennungsmethode und die
manuelle Kennzeichnung der Slides weitere Schwachstellen im Rahmen von untersucherabhin-

gigen Fehlerquellen darstellen konnen.

4.2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv war in Bezug auf die Alters- und Geschlechtsverteilung mit demogra-
phischen Daten dhnlicher Studien vergleichbar. Das erhéhte Risiko von Minnern im Vergleich
zu Frauen (59 % zu 41 %) findet sich auch in zahlenmiBig grofleren Grundgesamtheiten ((Della
Porta et al. 2015): 318 Patienten mit 58 % zu 42 %; (Schanz et al. 2012): 2.902 Patienten mit
58,4 % zu 41,6 %). Auch der Median war mit 71 Jahren anniherungsweise identisch mit den
Vergleichsarbeiten (Schanz et al. 2012): 70 Jahre). Ebenso wurden in einer Studie von Green-
berg et al. (2012) Daten von 7.012 Patienten untersucht: ihr medianes Alter betrug 71 Jahre;

77 % waren > 60 Jahre, das Verhiltnis Méanner zu Frauen lag bei 1,5:1 (Greenberg et al. 2012).
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4.2.2 TPSS-R und WHO-Klassifikation

Wihrend die Aufteilung von insgesamt 2.902 Patienten in der von Schanz et al. (2012) durch-
gefithrten Studie zum IPSS-R zum genetischen Risiko in Prognosegruppen wie folgt verteilt
waren: sehr giinstig (2,9 %), ginstig (65,7 %), intermedidr (19,2 %), ungtnstig (5,4 %) und sehr
ungiinstig (6,8 %) (Schanz et al. 2012), ist das Patientenkollektiv in dieser Dissertation hinsicht-
lich der Prognose von sehr giinstig bis sehr ungtinstig folgendermallen aufgeteilt: 2,1 %, 54,2 %,
11,5 %, 8,3 % und 13,5 %. Bei zehn Patienten lagen keine Informationen zum IPSS-R vor. Die
Verteilung ist im direkten Vergleich, vermutlich aufgrund des Einschlusses von Patienten mit
sekunddrem MDS begriindet, unterschiedlich und die Hochrisiko-Genetik (ungtnstiger und

sehr unguinstiger Prognosen) im Verhiltnis etwas stirker vertreten.

Es zeigten sich im Rahmen dieser Arbeit keine Korrelationen zwischen IPSS-R und WHO-
Klassifikation. Dies gilt fiir das Gesamt- wie auch das Score-Kollektiv. Unter der Annahme,
dass ein erhohtes zytogenetisches Risiko mit einem hoheren Stadium laut WHO einhergeht, ist
dies zunichst tberraschend, jedoch werden diese Erkenntnis mit denen vergleichbarer publi-

zierter Ergebnisse belegt.

In einer Studie von Germing et al. (2006) mit 1.095 Patienten wurden alle WHO-Subtypen im
Hinblick auf ihren Prognoseeinfluss bei MDS analysiert. Es zeigte sich eine unterschiedliche
Beschreibung der zytogenetischen Zusammensetzung bei der Grundgesamtheit zwischen den
WHO-Gruppen in Bezug auf den Anteil des Kollektivs mit nachweisbar abnormem Karyotyp
(RCMD [MDS-MLD — Anm. d. Verf.]: 49 % vs. RAEB-1 [MDS-EB1 — Anm. d. Verf]: 61 %,
RAEB-2 [MDS-EB2 — Anm. d. Verf.]: 62 %). Leichte Unterschiede zeigten sich ebenfalls zwi-
schen RCMD, RAEB1 und RAEB-2 in Bezug auf die zytogenetische Risikoverteilung nach
IPSS-R (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 durch-
gefithrt. Fur die Einteilung der morphologischen Kategorien wurde die zytologische Untersu-

chung gewihlt (Germing et al. 2000).

Der anfingliche Verdacht, dass es (mit Ausnahme des giinstigsten WHO-Subtyps MDS-SLD)
offensichtlich keinen Zusammenhang zwischen dem genetischen Risiko und den WHO-Subty-
pen MDS-MLD, MDS-EB-1 und MDS-EB-2 gibt, bestitigte sich im Vergleich mit der beste-
henden Literatur. Dieser Subtyp ist in der Diagnostik jedoch durch die histologische Morpho-

logie nur schwer zuginglich.
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4.2.3 Molekulare Verinderungen

In der vorliegenden Arbeit wurden keinerlei zytogenetischen Merkmale zur Analyse herangezo-

gen.

Allerdings werden Rezidivierende zytogenetische Anomalien als starke Pridiktoren fiir die
Prognose bei MDS angesehen und werden in mehrere prognostische Bewertungssysteme auf-
genommen, die in der klinischen Praxis verwendet werden (Bejar 2014). Einzelne, isolierte Ano-
malien kénnen eine Vielzahl von prognostischen Assoziationen innehaben. So ist bspw. die
Deletion von Chromosom 5q giinstig, wihrend der Verlust von Chromosom 7 ungiinstig ist
(Schanz et al. 2012). Unabhingig von der Art der Lisionen wird im Gegensatz dazu das Vorlie-
gen von drei oder mehr Chromosomenanomalien immer als ungtnstig angesehen. Die Zuwei-
sung eines erheblichen Risikos erfolgt in Prognosemodellen wie dem IPSS-R fiir die 10 % der
MDS-Patienten mit einem komplexen Karyotyp, gekennzeichnet durch drei oder mehr somati-
sche Chromosomenanomalien in einem einzigen Klon. Das IPSS-R weist Patienten mit genau
drei Anomalien ein ,,ungiinstiges* zytogenetisches Risiko zu, wihrend Patienten mit vier oder
mehr Anomalien ein ,,sehr ungiinstiges® zytogenetisches Risiko zugeschrieben bekommen — die
hochstmégliche Risikokategorie, mit einem Score, der den fiir Knochenmarksblasten zuge-
schriebenen Wert von >10 % tbersteigt (Schanz et al. 2012). Tatsichlich schlief3t der Befund
vom komplexen Karyotyp die meisten MDS-Patienten davon aus, ein MDS mit ,,geringem Ri-
siko® laut IPSS-R zu haben, auch wenn nur ein zusitzlicher Risikofaktor vorhanden ist (Haase

et al. 2019).

4.2.4 Alternative Methodik

In der vorliegenden Arbeit wurde als Methodik ausschlieBlich die immunhistochemische Fir-
bung der Entziindungszellen und ein benutzerdefiniertes Segmentierungswerkzeug fiir die De-

tektion von Zellkernen genutzt.
Eine alternative Methode zur Zellerkennung stellt die Durchflusszytometrie dar.

Die Immunphinotypisierung durch die Durchflusszytometrie ist eine gingige Methode zur Ver-
besserung der Bewertung von Knochenmarksdysplasie. Der Grund fir die Anwendung der
Durchflusszytometrie bei der diagnostischen Aufarbeitung von MDS ist, dass die Immunphi-
notypisierung eine genaue Methode zur quantitativen und qualitativen Bewertung von himato-
poetischen Zellen ist und dass festgestellt wurde, dass MDS eine abnormale Expression meh-
rerer zelluldrer Antigene aufweist. Um klinisch anwendbar zu werden, sollte die Durchflusszy-

tometrie-Analyse auf Parametern mit ausreichender Spezifitit und Sensitivitit basieren. Die
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Daten sollten zwischen verschiedenen Anwendern reproduzierbar und die Ergebnisse sollten

fur Kliniker leicht verstindlich sein (Della Porta et al. 2011).

In einer Arbeit von Xu et al. (2014) wurde bei 528 MDS-Patienten die Immunphiénotypisierung
mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass niedriggradiges
MDS eine signifikante Abnormalitit der CD15-, CD11b-, CD4- und CD56-Expression auf
CD34"-Blasten kennzeichnet, wihrend hochgradiges MDS eine bemerkenswerte Abnormalitit
der CD19-, CD38- und CD7-Expression auf CD34"-Blasten aufweist. Daneben wurde ein ho-
herer Gesamtanteil an CD34"-Blasten beobachtet (Xu et al. 2014).

Schwierig bleibt jedoch die Auswahl geeigneter Antikérper. Daher ist es unbedingt erforderlich,
ein wirtschaftliches und leicht standardisierbares Diagnosesystem zu etablieren, das auf der Aus-
wahl von Immunphinotypen mit spezifischen biologischen Bedeutungen basiert, die klonale
Zellen bei MDS widerspiegeln konnten. Selbst einzelne Immunzell-Typen kénnen unterschied-
liche Oberflichen-Antigene erhalten, die fiir die Prognosebestimmung eine grof3e Rolle spielen

konnten.

4.2.5 Technische Limitation

Eine Einschrinkung unseres Tools ist die Rechenzeit pro Bildkachel, die etwa 0,1 bis 0,5 Minu-
ten pro 1000 x 1000 Pixel-Bild betrigt. Zur Analyse ganzer WSI kann einerseits eine Paralleli-
sierung angewendet werden, um die Gesamtberechnungszeit zu verkiirzen: Betrachtet man bei-
spielsweise ein WSI einer Knochenmarkbiopsie (durchschnittlich 15.000 x 30.000 Pixel), impli-
ziert dies die Notwendigkeit, etwa 450 Kacheln mit 1000 x 1000 Pixel zu berechnen. Die Ver-
wendung der parallelen MATLAB-Toolbox, die auf 12 Kerne beschrinkt ist, wirde zu einer
Berechnungszeit von ca. 0,5 bis 1 Stunde pro WSI fithren.

Auf der anderen Seite fihrt das Verschieben der Berechnungen tiber CUDA (das bereits in
MatConvNet verfiigbar ist) auf die GPU (was bereits in MatConvNet verfiighar ist) zu den
niedrigsten Berechnungszeiten: Auf diese Weise erhilt unser Tool eine Beschleunigung von

mindestens Faktor 2 (mit einer NVidia GeForce).

Wenn alternativ nur die Anzahl der Zellen von Interesse ist, kann ein neues CNN trainiert wet-
den, um den Zellgehalt pro Kachel zu schitzen, wie es Segui et al. (2015) fiir die Zihlung von
Personen beschrieben haben (Segui et al. 2015). Daher kénnten Trainingsdaten durch den hier

vorgestellten CNN-Kaskaden-basierten Ansatz in einer Langzeitberechnung erzeugt werden.

Zudem ist erginzend zu erwihnen, dass die durch den Untersucher manuell markierten ROIs

auch eine Limitation darstellen konnen.
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5 Zusammenfassung

Das MDS ist eine komplexe Erkrankung mit seiner herausfordernder Diagnose- und Progno-
sebestimmung. Die Prognose von Patienten mit MDS ist sehr heterogen und daher mussen
Prognosesysteme entwickelt werden, die eine Risikostratifizierung ermdglichen und bei der zeit-
lichen Abstimmung und Auswahl der Therapie helfen. Neben dem prognostischen Wert mot-
phologischer Klassifikationen werden derzeit eine Reihe prognostischer Scores bei MDS ver-
wendet. In dieser vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Lymphozyteninfiltraten im Kno-

chenmark-Microenvironment als Prognosefaktor untersucht.

Zunichst wurden die histologischen Daten von 96 Patienten mit Diagnose MDS immunhisto-
chemisch fir bestimmte Zellen (CD 3%, CD 47, CD 5%, CD 8", CD 34") bearbeitet und mit
einem nicht veroffentlichten, von Herrn PD Dr. Cleo-Aron Weis (Institut fur Pathologie der
Universititsmedizin Mannheim) entwickelten, benutzerdefinierten Segmentierungswerkzeug
tir die Detektion von Zellkernen im Knochenmark in der Programmiersprache MATLAB (mit

MatConvNet als CNN-toolbox und C++ im Hintergrund) untersucht.

Die Ergebnisse zeigten allerdings keine homogene Verteilung bzw. Clusterbildung. Im Ver-
gleich zu vielen anderen ver6ffentlichen Arbeiten konnte bewiesen werden, dass Lymphozyten-
infiltrate ein sehr haufiger und konstanter Befund bei MDS sind und dass eine erhéhte Dichte
an Lymphozyten vor und nach der Therapie mit niedrigerem Risiko und besserer Prognose
(IPSS-R) kotteliert. Innerhalb der Lymphozyten-Untergruppen scheinen vor allem CD8"-Zel-
len durch ihre mutmaBlich antitumorale Wirkung fiir die verbesserte Prognose nach IPSS-R
verantwortlich zu sein, wihrend ein hoher Gehalt an CD4"-Zellen bei high-risk MDS mdglich-
erweise auf eine erhohte Zahl an immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen hinweist und
einen prognostisch eher ungtnstigen Faktor darstellte. Der Einfluss spezifischer zytogeneti-
scher oder molekularpathologischer Verinderungen (z.B. der Verlust von Chr. 5q) auf das Aus-
mal} und die Zusammensetzung des Immuninfiltrates wurden in dieser Arbeit nicht untersucht
und wiren eine interessante Fragestellung fiir weitere Analysen an einem grofleren Kollektiv.
Ebenfalls konnen die hier erarbeiteten Kriterien fiir prognostische oder (differential-)diagnosti-

sche Fragestellungen genutzt werden.
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